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FLORE DES -GITES. 


Dans les « bons gites » 4a mollusques, la couverture végétale, 
quelle soit luxuriante, discréte ou, méme, inapparente, est, 
évidemment, en rapport avec la nature des collections d’eau 
considérées : lacs, étangs, riviéres, cilernes, lavoirs et abreu- 
voirs, canalisations agricoles, cultures submergées, rizi¢res, 
ouvrages d'art, mais elle comporte, nécessairement, certains 
types végétaux d’ailleurs variables d’une collection d’eau a Vautre 
qui sont la nourriture de base des mollusques. 

En régle générale, lorsque les nappes d’eau sont alimentées 
par des ruisseaux ou des sources, c’est-a-dire lorsque l’eau est 
d’origine tellurique et, par conséquent, riche en matiéres miné- 
rales, les plantes sont relativement abondantes et offrent un bon 
gite. Lorsqu’il s’agit, au contraire, de collections organisées 
dans les dépressions d’un sol imperméable et alimentées par la 
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pluie, la végétation est pauvre et sauf circonstances particuléres 
(eaux usées domestiques), le gite est médiocre. 

Les mollusques vecteurs ne se rencontrent pratiquement que 
dans des eaux dont la profondeur est inférieure a 2 m, c’est- 
a-dire en deca des limites de croissance des plantes phanérogames 
immergées ou amphibies. 

En eau relativement profonde (1 4 2 m), les mollusques uti- 
lisent une couverture végétale de plantes immergées comme les 
Potamegons (Potamegon fluilans, P. natans) et les Characées 
filamenteuses. Dans les eaux sauvages peu profondes, ce sont 
les Nymphéacées (Nymphea coerulea en Mozambique) dont les 
feuilles s’étalent a la surface de eau qui sont recherchées par 
les Planorbidae (Planorbes, Bulins, Physopsis) ; on peut récolter 
facilement ces mollusques sur la face inférieure des limbes. Dans 
ces types de gites, on peut identifier, en particulier, des Lemna, 


des Elodea — dont l’une des espéces, E. canadensis, rend de 
erands services dans les élevages en aquarium — des Aracées 


(Pistia stratiotes) au Dahomey, en Nigeria et en Casamance, des 
Utriculaires (Utricularia), des Myriophylles (Myriophyllum), des 
Hottonies (Hottonia). Enfin, sur les rives et sur les berges des 
gites, dans la zone dite des roseaux, de trés nombreuses espéces 
de Cypéracées (Carex, Eleocharis, Schoenus), de Phragmes 
(Phragmites), de Juncacées (Juncus), de Menyanthes sont pré- 
sentes. ‘Les cultures de céréales immergées, les riziéres, en parti- 
culler, représentent un tapis végétal excellent pour les vecteurs. 


Cependant, de nombreux gites a Planorbes et a Bulins peuvent 
ne pas présenter une couverture végétale 4 phanérogames appa- 
rente ; c’est le cas de marigots, de dolines rocheuses (Mozam- 
bique), de canalisations d’irrigation (Egypte, Rodhésie, A. O. F.) 
de bassins, de piscines, d’égouts ouverts (A. O. F., Antilles). 
Dans ces sortes de giles, ce sont, surtout, les algues vertes 
(Chlorophynées filamenteuses) et les sphaignes ou mousses d’eau 


(Sphagnum) qui forment les populations végétales du climax. 


NH faut encore rattacher, a la flore du climax des gites, les 
boues, vases ou limons du fond de l’eau qui contiennent des 
protophytes des algues microscopiques (Protococcales, Oscil- 
laires) des diatomées et des bactéries. Les mollusques en « man- 
geant leur chemin » {H. Fischer (op. cit.)] ingérent ces boues 
nutritives. 

Un inventaire de la flore palustre rencontrée dans les gites 
a mollusques vecteurs représente un travail de documentation 
utile, mais de longue haleine, dont on ne peut, dans ce mémoire, 
que situer les grandes lignes. Sur le plan pratique, on peut envi- 
sager que des méthodes d’assolement palustre et d’installation 
d'une flore substitutive, défavorable, pourraient étre de nature 
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a réduire le nombre des gites et a les faire disparaitre, en privant 
les mollusques d’une nourriture appropriée. Dans cette voie, la 
connaissance des plantes aquatiques ou riveraines non utilisables, 
nuisibles ou toxiques pour les vecteurs, offre un intérét évident. 
Nous renvoyons a ce sujet a la partie du présent mémoire oi 
sont indiquées les plantes défavorables aux mollusques, actuel- 
lement connues. 


FAUNE DES GITES. 


La faune des gites a mollusques vecteurs correspond a des 
associations zoophytiques ot l’on retrouve, en général, comme 
nous l’avons dit, sinon les mémes espéces animales, du moins 
les mémes types d’animaux et les mémes types de substrats végé- 
taux ou limoneux. ‘La faune, comme la flore, est, naturellement, 
plus pauvre quand le facies est sableux ou comporte des enro- 
chements naturels ou artificiels. La répartition qualitative sai- 
sonniére de la faune subit peu de variations lorsque le climat est 
tropical et stable. 

Les Protozoaires du climax qui, pouvant étre broutés par les 
mollusques en méme temps que les végétaux et les boues, 
représentent un apport alimentaire important, sont des amibes 
libres 4 théques ou sans théques (Protamoeba, Amoeba, Pelo- 
myzxa) des Foraminiféres (Gromia, Microgromia), des Flagellés 
libres (Euglena, Clonodocladium) abondants dans les vases, des 
infusoires libres ou fixés (Vorticelles). 

Les Eponges et les Coelentérés d’eau douce ne sont pas rares 
(Spongilla, Ephidatia) et lorsque le couvert est suffisant, on 
trouve des hydres (Hydra) sur les plantes aquatiques. 

Les Vers de Vhabitat sont représentés par des Turbellariés 
(Planaires), des Annélides [Chétopodes, Sangsues (Piscicola et 
Limnotis)|, des Vermidiens quasi microscopiques (Rotiféres, 
Illoricita, Microdon) et de minuscules Bryozoaires (Plumatella, 
Pectinella) pouvant s’organiser en petites colonies arborescentes 
fixées aux racines des plantes ou aux cailloux. 

Les petits crustacés sont fréquents dans les gites a vecteurs , 
parmi les Branchiopodes, les genres Branchipus et Daphne sont 
représentés ; la présence de Copépodes (Cyclops) est la régle, 
ils se réunissent parfois en groupes; les Ostracodes (Cypris, 
Cypridopsis) se rencontrent et nous verrons que Cypridopsis 
hartwigi est prédateur de certains mollusques vecteurs, en aqua- 
rium, et que ces petits crustacés attaquent leurs proies en se 
rassemblant en essaim agressif. 

Parmi Jes Malacostracés, les Gammares (Gammarus), les Ecre- 
visses du genre Cambarus, en Amérique centrale, les crabes du 
genre Potamon en Afrique mineure et tropicale peuvent étre 
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observés dans les gites. Les Cambarus et les Potamon sont occa- 
sionnellement et expérimentalement prédateurs de mollusques 
et leur présence parait, dans certains territoires [Tunisie (Vermeil, 
1955)} limiter ou empécher l’extension de Bulinus contortus. 

Dans le climax de gites, en eau stagnante, dans les boues ou 
sur les plantes aquatiques, on peut rencontrer de petits acariens 
potamiques dont identification est a faire. On sait, aussi, que 
de nombreuses larves d’insectes : larves d’Archiptéeres (Libel- 
lules), de Névroptéres (Phrygames) et de Nématocéres (Culicidés, 
Anophélinés, Aedinés) peuvent faire partie des associations 
zoophytiques des gites 4 mollusques vecteurs et que les collec- 
lions d’eau des régions chaudes et tropicales constituent, souvent, 
a la fois des gites 4 Bulins, 4 Planorbes et 4 Anophélinés (palu- 
disme +.bilharziose). Quelques insectes aquatiques ont été 
reconnus dans les gites, ce sont des Rhynchotes (Gerris, Hygro- 
metra, Notonecta, Nepa) ou des Coléoptéres des familles des 
Dysticidés, des Gyrinidés et des Hydrophilidés. 

En dehors des mollusques vecteurs eux-mémes, Pulmonés ou 
Prosobranches (Bulins, Physopsis, Planorbes, Oncomélanies, 
Ferrissies), d’autres mollusques : Pulmonés, Prosobranches et 
Bivalves entrent dans le climax. Les Physes (Physa), les Limmées 
(Limnaea), les espéces de Planorbes non reconnues vectrices 
(Biophalaria gaudi, Ranson) sont les associés habituels des Pla- 
norbes, des Bulins et des Physopsis ; les Ancyles (groupe des 
Ancylostrum et des Velletia) sont plus rares dans les gites 
d’Afrique, Parmi les Prosobranches des Paludines, des Lanistes 
(Lanistes congicus, Boettger, en Afrique équatoriale) des Bythi- 
nellidés (Bythinia, Ammnicola) et des Mélanidés (Melanopsis 
Melania) peuvent étre associés aussi bien aux Oncomélanies 
qu’aux Planorbes, aux Bulins et aux Physopsis. 


Les mollusques bivalves, en raison de leur habitat relativement 
profond, sont rarement rencontrés dans les gites ; des Anodontes 
(Anodonta), mollusques recherchant éleclivement les eaux stag- 
nantes et vaseuses ont, cependant, été observés en Amérique 
tropicale (Antilles) et en Extréme-Orient. 

Les poissons (Spirobranchus, Gambusia, Gyrinus), les batra- 
ciens (Urodéles), les reptiles (tortues aquatiques, du genre 
Trioniz), les oiseaux d’eau (oles, canards, échassiers), les mam- 
miféres aquatiques ne font pas partie du climax sensu stricto des 
gites ; ils ne font, habituellement, dans ceux-ci que des incursions 
accidentelles ou épisodiques. En dehors de certains poissons 
(Gambusia, Spirobranchus) et, surtout, des canards domestiques 
incidence de ces animaux sur les mollusques vecteurs parait 
négligeable. Dans certains gites & mollusques vecteurs (canali- 
sations agricoles, canaux de drainage), on peut observer la pullu- 
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lation de petits poissons a cété de populations de P. glabratus, 
sans que le développement de ces mollusques en soit affecté. 

L’usage habituel comme abreuvoir d’une collection d’eau consti- 
tuanl un gile 4 vecteurs, par des animaux de grande taille, du 
fait de la turbulence qui en résulte, peut détruire Y équilibre biolo- 
gique qui s’y est constitué. En Mozambique, on a noté (de 
Azevedo, 1955 [op. cit.|) que les marigots, fréquentés par les 
hippopotames ou piétinés par le bétail, ne contenaient, habituel- 
lement, pas de mollusques vecteurs. 

La méme remarque que celle que nous avons faite A propos de 
linventaire de la flore du climax des mollusques vecteurs est, 
ici, valable : une étude méthodique de la faune des gites 4 mol- 
lusques vecteurs est un chapitre ouvert a des recherches utiles. 
Nous nous sommes efforcé d’en présenter les données liminaires. 
mais son développement peut conduire a des procédés mollusco- 
cides, biologiques, par rupture de l’équilibre des associations 
zoophytiques des gites, ou par une action prédatrice ou compé- 
titive dirigée contre les vecteurs. 


ENNEMIS NATURELS ET PREDATEURS DES MOLLUSQUES VECTEURS. 


Les prédateurs et les ennemis naturels des mollusques sont 
des éléments du climax qui peuvent, dans certaines conditions, 
limiter le nombre des vecteurs ou, méme, rompre |’équilibre 
biologique et entrainer la disparition des mollusques. 

L’éradication spontanée des mollusques par des prédateurs est 
une circonstance naturelle relativement rare, mais la multiplication 
artificielle dans des collections d’eau limitées de certains ennemis 
des mollusques peut conduire a une action molluscocide biolo- 
gique d’une certaine efficacité. 

Quelques-uns des ennemis naturels et des prédateurs de mol- 
lusques ont été identifiés et étudiés. Il a été signalé (van den 
Berghe, 1939 {4}) qu'un infusoire cilié holotriche, Glaucoma 
paedopthora, détruisait en aquarium les pontes des Planorbes. 

Parmi les Crustacés, un petit ostracode bivalve de 500 w x 200 p, 
Cypridopsis hartwigi, se montre trés agressif, en aquarium, vis- 
a-vis des Planorbes, des Bulins et des Physopsis. Ces cypridinés, 
rassemblés, harcélent les mollusques a la maniére d’un essaim, 
se nourrissent par prélévement des sécrétions muqueuses ou des 
débris d’épiderme de l’animal, l’obligent a s’immobiliser puis 
a se rétracter dans sa coquille ot il meurt. Dans la nature, le 
réle molluscocide des Cypridopsis ne saurait étre escompté ; ces 
ostracodes attaquent indifféremment un grand nombre de petits 
animaux et sont dévorés, eux-mémes, par d’aulres prédateurs, 
particuliérement les poissons. 
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Les écrevisses des genres Astacus et Cambarus et, particuliére- 
ment, les espéces ubiquistes comme Cambarus affinis, écrevisses 
des eaux tiédes de |’Amérique centrale, capturent les mollusques 
vecteurs et s’en nourrissent (Deschiens et Lamy, 1954 [2]); leur 
action molluscocide auxiliaire est, cependant, limitée, car ces 
crustacés sont paresseux et chassent de nombreuses autres proles, 
et, particuliérement, les poissons. 

Les crabes d’eau douce de la famille des Potamonidés (Afrique) 
et, particuliérement, du genre Potamon [P. edule, P. potamios, 
P. didieri, P. lirrangense| (E. Lagrange et Fain, 1952 [3]; Des- 
chiens, Dechancé et Vermeil, 1955 [4]) peuvent capturer et dévorer 
les Planorbes et les Bulins. Une étude comparée des cartes de 
répartition des crabes d’eau douce et des Bulins, pour la Tunisie, 
montre que la présence de crabes coincide souvent avec l’absence 
de Bulins et inversement (Vermeil, 1955) ; il est donc possible que 
les crabes d’eau douce puissent constituer occasionnellement des 
agents molluscocides auxiliaires. 

Les sangsues peuvent attaquer les mollusques vecteurs. E. 
Brumpt, en 1941 (op. cit.), a observé la destruction de populations 
de P. glabratus par Helobdella stagnalis ; Eli Chernin, E. H. 
Michelson et D. L. Augustine (1956) [5, 6] ont constaté l’action 
prédatrice, au laboratoire, d’Helobdella fasca pour P. glabratus 
et décrit la maniére dont les mollusques sont détruits par cette 
sangsue. On sait, aussi, que certaines larves d’insectes (libellules, 
lucioles) se nourrissent, occasionnellement, d’ceufs, de larves et 
de jeunes mollusques, mais ces prédateurs ne paraissent pas étre 
des ennemis trés efficients. 

Les mollusques vecteurs comptent des ennemis parmi les mol- 
lusques eux-mémes ; certaines espéces de mollusques aquatiques 
mangent les ceufs d’espéces différentes ; le fait peut étre vérifié 
en aquarium ; les Physes et les Limnées, par exemple, détruisent 
les pontes des Planorbes et des Bulins. D’autre part, E. Chernin, 
E.H. Michelson et D. L. Augustine (op. cit.), sur la suggestion 
de MacMullen et de Oliver Gonzalez, ont montré, expérimentale- 
ment, qu’un grand mollusque operculé de la famille des Pilidae, 
Marisa (Ceratodes) cornuarietis, dont les adultes mesurent 4 em 
de diamétre environ, était antagoniste et limitatif de Planorbis 
glabratus, en raison de sa fécondité, de son énorme consommation 
alimentaire et de la destruction de Planorbes qu’il réalise en 
broutant les surfaces sur lesquelles sont déposés les ceufs de 
ceux-cl. 

Certains poissons, comme les Gambusia et les Spirobranches 
(S. capensis), dévorent les pontes et les larves de mollusques, 
mais il ne s’agit, naturellement, pas d’une exploitation élective. 


En ce qui concerne les batraciens, on sait que certains urodéles 
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(Lagrange et Fain, 1952 [op. cit.]), comme les Pleurodéles, les 
Xenopus (X. laevis), la Salamandre du Japon (Cryptobranchus 
japonica), se nourrissent occasionnellement de mollusques aqua- 
tiques et, en particulier, de Planorbes. Sous la réserve de 
recherches ultérieures concernant particuliérement la grande sala- 
mandre japonaise, qui peut mesurer jusqu’a 1 m de long, la 
capacité molluscocide de ces animaux ne saurait étre que faible. 


Le régime alimentaire de certaines tortues palustres comporte 
des mollusques, mais ces reptiles sont relativement rares et ne 
représentent pas des ennemis redoutables. 

Au contraire, les oiseaux aquatiques et, particuliérement, les 
canards, qui sont trés voraces, apparaissent comme des agents 
molluscocides auxiliaires dont l’efficacité peut étre escomptée. 
L’élevage des canards, dans les collections d’eau (cours d’eau, 
canaux GE irrigation, fossés d’écoulement, mares, bassins) domes- 
tiques ou sous controle de Vhomme constituant des gites a vec- 
teurs est d’autant plus recommandable qu’il représente un appoint 
économique vivrier en méme temps qu’une action molluscocide 
auxiliaire locale. Dans certaines régions infestées (Soudan, 
A. O. F., Antilles), les populations agricoles pratiquent sponta- 
nément l’élevage des canards et font, ainsi, de la prophylaxie 
anti-bilharzienne, sans le savoir. Une campagne molluscocide par 
Vutilisation de canards amphibies (canards de Barbarie) a été 
entreprise, par certains services sanitaires, aux Iles Philippines, 
contre les Oncomélanies qui sont, ellecucmes: amphibies ; les 
résultats de cette campagne sont peu favorables. 

Parmi les petits Mammiféres palustres, les campagnols aqua- 
tiques (rats d’eau = Microtus amphibius) sont des ennemis éven- 
tuels des mollusques d’eau douce qui entrent fortuitement dans 
leur régime alimentaire 

(L’inventaire des ennemis naturels des mollusques vecteurs, que 
nous présentons, demande a élre complété par des observations 
et par des recherches expérimentales nouvelles. L’utilisation des 
molluscocides biologiques auxiliaires quils représentent ne doit 
pas étre négligée. 

Si la lutte biologique contre les maladies parasitaires (ennemis 
des parasites ou de leurs vecteurs, rupture du cycle évolutif) est 
difficile parce que nous ne disposons que de peu de moyens pra- 
tiques de rompre |’équilibre biologique qui s’est élabli avec le 
temps dans les peuplements d’animaux, elle a, cependant, connu 
des succés indiscutables et, cela, justement dans les régions tropi- 
cales a climat relativement stable ; l’éradication du Melonthide 
de la canne a sucre (genre Lauchnosterna) a Porto-Rico (Walcott) 
par l’introduction du Crapaud géant (Bufo marinus) en est un 
témoignage. 
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L’étude de l'emploi des agents biologiques molluscocides, méme 
si cette méthode doit conserver un caractére auxiliaire dans la 
prophylaxie des bilharzioses, doit étre poursuivie ; c’est un poste 
actif du bilan. 


MALADIES DES MOLLUSQUES VECTEURS. 


Les maladies des mollusques vecteurs font partie intégrante du 
climax ; elles offrent, d’autre part, un intérét prophylactique 
éventuel. 

Des tumeurs, des « leucocytoses » d’origine toxique, des mala- 
dies de carence (A. Jullien, 1928; Pelseneer, 1935 [op. cit.]) ont 
été signalées chez les Mollusques. Cependant, les maladies tro- 
phiques ou de nature non infectieuse des mollusques vecteurs ne 
sont praliquement pas connues, et ce sont les variations défavo- 
rables du milieu (température, salinité, asséchement, disettes ali- 
mentaires), auxquelles les larves et les formes jeunes sont parti- 
culiérement sensibles, qui entrainent les fortes mortalités. Les 
corrosions de la coquille par les acides humiques ou par le 
broutage d’autres mollusques avides de calcium sont des lésions 
du revétement réversibles qui se réparent assez facilement par la 
reminéralisation du milieu. 

Les €pizooties virales ou bactériennes se rencontrent chez les 
mollusques comme dans presque tous les phyla animaux ; on salt, 
en particulier, que Vhuitre australenne, Ostrea cucullata, peut 
étre atteinte par une infection bactérienne qui détermine une 
inflammation intestinale mortelle ou, encore, des abcés et des 
affections tégumentaires. 

Nous sommes dans une grande ignorance des maladies infec- 
tieuses virales ou microbiennes des mollusques vecteurs des bilhar- 
zioses ; des épizooties de cette nature frappent, parfois, mais 
rarement, les élevages au laboratoire. Des recherches au sujet de 
identification des germes en cause ont été faites ; il a été établi, 
récemment (E. Dias et Oswaldo Cruz, 1954 {7]), qu’un bacille 
désigné sous le nom de bacillus Pinnottii, bacille & spore termi- 
nale, était capable de provoquer une maladie mortelle, chez les 
mollusques, au laboratoire, et dans certaines collections d’eau, 
lorsque le milieu était additionné d’une quantité suffisante de 
peptone. On sait, aussi, que les éleveurs d’huitres désignent 
sous le nom de « typhus » et de « peste huitriére » des mortalités 
ayant les apparences d’épizooties, frappant brusquement des popu- 
lations de mollusques et semblant en rapport avec des fermen- 
tations putrides. 

Nos connaissances relatives aux infections parasitaires des mol- 
lusques vecteurs sont trés limitées ; il serait utile, en particulier 
sur le versant d’une incidence molluscocide éventnelle, qu’elles 
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soient étendues. La spécificité des parasites pour un hote étant 
généralement plus stricte que la spécificité bactérienne, l’utilisa- 
tion des parasites (Protozoaires, Copépodes, Vers) comme agents 
molluscocides comporterait moins de risques de contamination 
des peuplements d’animaux autres que les mollusques visés. Cette 
considération est en faveur de leur emploi. 

Des maladies a protozoaires, analogues a la porosporose des 
Troques a Porospora legeri (Hatt) ou a Vinfestation de l’ovule 
des huitres par Chritridiopsis ovicola (Léger et Hollande), attei- 
gnent, probablement, les mollusques vecteurs, mais nous ne les 
connaissons pas. 

Certaines infestations 4 Trématodes (Echinostomes) des vecteurs 
sont, au contraire, connues : les bilharzioses dont les Planorbinés 
(S. mansoni), les Bulininés (S. haematobium, S. bovis), les Onco- 
mélanies (S. japonicum) sont les vecteurs, sont elles-mémes une 
maladie, qui est souvent mortelle, pour le mollusque ; la bilhar- 
ziose est une maladie aussi bien pour le mollusque que pour 
homme. 

L’évolution, chez certains Planorbes et, en particulier, chez 
P. glabratus, aux Antilles, de rédies d’échinostomes du canard est 
un autre exemple de maladie parasitaire a Trématodes des 
vecteurs. 

Il serait intéressant de rechercher si, parmi les petites espéces 
des crustacés Copépodes, parasites des mollusques comme Bria- 
rella risbeci, Copépode parasite du coeur des Nudibranches (Th. 
Monod}, certaines espéeces d’eau douce pourraient étre adaptées 
aux vecteurs. 

Signalons, enfin, que des larves de Chironomides et d’Haplas- 
tomates (genre Colobea et Clenulus) peuvent exploiter les Pla- 
norbes, les Physes et les Limnées et, qu’en Amérique du Sud, 
Bulinus tenuissimus héberge Melacophagula neotropica. 


INTERACTIONS ET COMPETITIONS ENTRE LES MOLLUSOUES 
DANS LE CADRE DE L’ HABITAT. 


Les mollusques vecteurs sont solilaires, pacifiques, sobres et 
localisés entre la surface de l’eau et une faible profondeur, 
n’excédant pas, pratiquement, 2 m, dans des habitats relativement 
pauvres. Ce comportement explique la fréquence de la cohabitation 
des mollusques vecteurs avec d’autres Pulmonés a écologie com- 
parable, comme les Limnées, les Physes et les Ancyles, et avec 
des Prosobranches. Chaque espéce, cependant, se disperse et 
prospére dans le biotope avec ses propres modalités et non dans 
le cadre d’une association animale ; la convergence résulte simple- 
ment de besoins communs. 
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Ce sont, surtout, les Limnées que l’on trouve associées aux 
Planorbes, aux Bulins et aux Physopsis vecteurs ; les Physes sont 
plus rares. Les Prosobranches et les Ancyles, eux-mémes paisibles 
et lents, se rencontrent habituellement 4 de plus grandes profon- 
deurs d’eau que les Planorbidés vecteurs. Les compétitions entre 
mollusques d’espéces différentes paraissent se réduire a la destruc- 
tion épisodique, par un acte alimentaire, des ceufs de certaines 
espéces (Bulins, Planorbes), par d’autres espéces (Limnées, 
Physes, Marisies). Ces facteurs ne peuvent efficacement jouer que 
lorsque la densité de la population malacologique d’un gite est 
élevée ; c’est ainsi que les rassemblements denses de Limnées et, 
surtout, de Physes peuvent affecter et réduire les peuplements 
de Planorbes et de Bulins; d’autre part, dans les élevages, la 
présence de Planorbis glabratus, mollusque rustique, relativement 
vorace et trés prolifique, réduit ou fait disparaitre les populations 
de Ferrissia tenuis, trés petit ancyclidé, fragile, thermophile et 
au régime alimentaire délicat. 

‘Cependant, il n’y a pas d’observations, a notre connaissance, 
d’exclusion ou d’expulsion d’une espeéce vectrice d’un habitat par 
d’autres mollusques gastéropodes ; ce sont la couverture végétale 
et le degré d’abondance de la nourriture, la minéralisation qui 
décident de la capacité habitable d’un biotope et de migrations 
éventuelles. Il convient, cependant, de rappeler que Chernin, 
Michelson et Augustine (1956) [loc. cit.] ont obtenu expérimenta- 
lement, en aquarium, |’éradication pratique de P. glabratus par 
un grand mollusque prosobranche, Marisa cornuarietis. 

Les compélitions entre les individus d’une méme espéce se limi- 
tent, apparemment, a une concurrence alimentaire qui, dans un 
biotope pauvre, peut conduire a la raréfaction des mollusques 
en frappant, d’abord, les formes jeunes. 


FLUCTUATIONS SAISONNIERES DES POPULATIONS DE MOLLUSQUES. 


L’influence des saisons sur l’importance et sur la densité des 
populations de mollusques vecteurs est en rapport avec le carac- 
tere plus ou moins tranché de la succession de ces saisons et avec 
les incidences météorologiques, hydrographiques et climatiques 
qu’entraine le cycle saisonnier. 

Dans les régions intertropicales, l’alternance des hivernages 
(saison des pluies) et des saisons séches intervient sur la concen- 
tration et sur la dispersion des mollusques vecteurs sur un terri- 
toire, ainsi que sur le rythme des pontes et des éclosions. 

Pendant la saison des pluies, l’extension des collections d’eau 
augmente V’aire de répartition des mollusques, abaisse consécu- 
livement la densité des populations et submerge les niches ; cette 
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saison tourmentée n’est pas favorable aux accouplements, aux 
pontes, aux éclosions et aux observations. Pendant la saison 
séche, l’équilibre entre l’eau et les terres se rétablit, ainsi que 
celui des associations zoophytiques ; c’est & ce moment que |]’on 
peut le mieux apprécier les limites des gites et des niches des 
vecteurs ; c'est, aussi, 4 ce moment que les constantes physiolo- 
giques favorables 4 la reproduction tendent a s’installer. 


L’observation, dans la nature, de pontes ou de nouvelles géné- 
rations pendant la saison des pluies (Abott, 1946 {8]) est rarement 
relevée, alors qu’elle est beaucoup plus souvent signalée en saison 
séche (McMullen, 1947 [9]; Deschiens, 1952 [op. cif.]; [Li, 1953). 
De jeunes mollusques peuvent, cependant, en zone tropicale, étre 
rencontrés en toute saison mais avec une acmé correspondant 
a la saison séche, comme le fait a pu étre établi, en particulier, 
aux Iles Philippines pour O. formosana (McMullen, 1947). 


Dans certains territoires pré-désertiques (Soudan, Haute-Volta), 
la longue durée de la saison, sans précipitations, peut avoir pour 
effet d’assécher certains giles, en concentrant, d’abord, les mol- 
lusques dans les surfaces restreintes des bas-fonds puis en les 
obligeant 4 se réfugier dans le sol généralement argileux ou entre 
les racines des arbres riverains ; ils peuvent se conserver la, aprés 
enfouissement, en état d’anhydrobiose, pendant trois 4 six mois, 
en attendant qu'un nouvel hivernage les délivre ; on peut trouver, 
en effet, dans les blocs de terre de ces zones de trés nombreux 
mollusques en anhydrobiose. 

Dans les régions chaudes extra-tropicales, ott sévissent les 
bilharzioses (Portugal, Afrique mineure, Chine, Japon), le carac- 
tére tranché des saisons conduit 4 des fluctuations trés nettes des 
populations avec un maximum estival (mai 4 aodt dans |’hémi- 
sphere nord) qui correspond a l’acmé de la période de reproduc- 
tion des mollusques (McMullen, 1951 (40, 14]; de Azevedo, 1955 
[op. cit.]). 

Les relations entre le cycle des saisons et le rythme des pontes 
ont pu étre étudiées au laboratoire [Ishi et Tsuda (1951) |op. cit.| 
et McMullen (1951) [op. cit.] pour O. formosana ; Deschiens, 
Dechancé et Vermeil (1955) [op. cit.] pour B. contortus et P. 
glabratus ; J. Gaud et R. Dupuy (1955) [42] pour B. truncatus]. 
Le résultat de ces recherches confirme l|’existence d’une période 
d’acmé des pontes pendant les mois zénithaux (mai 4 septembre), 
mais il indique, aussi, que dans le biotope climatisé pour ainsi 
dire tamponné (18 a 22°) du laboratoire, comparable, dans une 
certaine mesure, a un climat sub-tropical stable, on peut observer 
des pontes pendant toute l’année, avec un minimum hivernal et 
un maximum estival. 

Le cycle des variations saisonniéres des populations de mol- 
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lusques vecteurs n’offre pas seulement un intérét écologique et 
épidémiologique, sa connaissance peut avoir une incidence pra- 
tique en désignant les périodes favorables a Vapplication des 
actions molluscocides. La sensibilité des formes jeunes aux mol- 
luscocides chimiques est un fait expérimental ; il se relie a la 
notion des constantes physiologiques relativement strictes qui 
conditionnent la ponte et la vie larvaire et juvénile des mollusques ; 
cette sensibilité n’implique pas que les actions molluscocides 
doivent étre ouvertes aux périodes ot apparaissent, au sein d’une 
population d’adultes, les jeunes mollusques. En effet, comme il 
faut aussi frapper les adultes, plus résistants et dont la longévité 
peut atteindre deux a trois ans, au-dela des jeunes plus sensibles, 
il est peut-étre plus rationnel de traiter un gite au moment ou 
sa population malacologique adulte est relativement pauvre et 
concentrée plulot que lorsqu’une nouvelle génération s’ajoute au 
peuplement. 

C’est en saison séche, et, si cela est possible, avant la période 
d’acmé des pontes et des éclosions des mollusques, que les 
actions molluscocides semblent devoir étre appliquées. La nature 
nous guide, a cet égard, car, en saison des pluies, l’étendue des 
collections d’eau est telle que celles-ci ne pourraient étre trailées 
avec pertinence. 
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L’ANTIGENOTHERAPIE SPECIFIQUE 
DANS LE TRAITEMENT DES STAPHYLOCOCCIES 
REBELLES ET RECIDIVANTES 


par G. MOUSTARDIER, R. PAUTRIZEL, L. TASEI et J.-P. de PERETTI (*). 


(Laboratoires de Bactériologie et de Sérologie 
de la Faculté de Médecine de Bordeaux) 


Depuis quelques années, le nombre des infections staphylococ- 
ciques rebelles aux divers traitements antibiotiques ne fait que 
croitre et pose, de ce fait, un probléme trés sérieux au clinicien 
chargé de les combattre. Il n’est pas rare, a l’heure actuelle, 
d’isoler de diverses suppurations des staphylocoques pathogénes 
qui se montrent résistants 4 la pénicilline et a la plupart des 
autres antibiotiques. Les souches de staphylocoques antibiotico- 
résistants ont augmenté d’une facon importante et on les ren- 
contre souvent en milieu hospitalier, dont le rédle, dans leur dissé- 
mination, est indéniable. Dans un article récent, Pakula [8] a 
attiré attention sur le nombre croissant d’infections causées, en 
Pologne, par des staphylocoques antibiotico-résistants et insisté, 
également, sur le role de l’hdpital dans la dissémination de ces 
souches résistantes. 

Aussi nous a-t-il paru intéressant, pour suppléer aux défail- 
lances de |’antibiothérapie, de mettre en ceuvre, dans les staphy- 
lococcies cutanées et ostéo-périostées, rebelles aux traitements 
antibiotiques et si désespérément récidivantes, |’antigénothérapie 
spécifique. 

Dans cette étude, qui a fait l’objet de la thése de lun d’entre 
nous [4], nous avons été guidés par deux idées principales : la 
premiére, consistant en la préparation d’un auto-vaccin contenant, 
au maximum, tous les facteurs antigéniques du germe isolé chez 
le malade; la deuxiéme, consistant en |’administration de cet 
auto-vaccin a trés petites doses et par voie intradermique, de 
maniére a obtenir une stimulation favorable des mécanismes de 
défense de l’organisme. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 7 février 1956. 
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I. — PREPARATION DE L’ AUTO-VACCIN. 


Le germe isolé, présentant les caractéres de pathogénicité, est 
ensemencé dans deux ou trois tubes a essai stériles contenant J 
a 2 cm? de bouillon ordinaire et 3 A 5 cm?’ de sang, prélevé chez 
le malade. Ces tubes sont mis a l’étuve a 37° pendant vingt-quatre 
heures. A partir des tubes ot la culture a poussé, on ensemence 
plusieurs tubes ou boites de Petri contenant de la gélose simple 
et on remet a l’étuve Aa 37°, pendant vingt-quatre heures, avec 
des tubes ensemencés avec la souche non cultivée en présence 
du sang. 

Nous avons pratiqué cetle culture du germe en présence de sang 
total du malade, suivant la méthode de Heist-Cohen [2], qui 
admet que, seuls, les germes capables de survivre et de pousser 
en présence du sang du malade peuvent étre pathogénes pour 
lui. 


1° OBTENTION DES SUSPENSIONS MICROBIENNES. — Les tubes ou 
boites de gélose, eusemencés avec le germe provenant de la cul- 
ture en bouillon au sang du malade, sont recouverts avec une 
solution saline stérile et, par agitation discontinue ou raclage avec 
une anse de platine, on obtient une suspension microbienne dense. 
On fait de méme avec les tubes de gélose ensemencés avec le 
germe provenant de la culture sur gélose simple. Dans les deux 
cas, on prépare des suspensions microbiennes assez denses, que 
l’on introduit dans un flacon stérile contenant quelques perles de 
verre, que l’on bouche hermétiquement et que l’on secoue éner- 
giquement pour obtenir une suspension homogéne sans agrégats. 
Chaque suspension est ensuite filtrée sur papier stérile et on remet 
a nouveau en suspension en eau physiologique stérile. 

On pratique la numération des germes soit par la méthode de 
Wright, a lhématimétre, soit a l’aide d’une gamme étalon, de 
maniére a obtenir des suspensions contenant environ 1 milliard 
de germes par centimétre cube. 

On réalise alors le mélange définitif, A raison de neuf parties 
de la suspension provenant de la culture du germe en présence 
du sang du malade, pour une partie de la suspension provenant 
de la culture originelle du germe sur gélose ordinaire. 


2° STERILISATION DE LA SUSPENSION MICROBIENNE DEFINITIVE. — 
Nous avons ulilisé, pour cette stérilisation, quatre méthodes diffé- 
rentes en considérant que chacune d’entre elles agissait différem- 
ment sur une ou plusieurs fractions antigéniques du germe, ce 
qu nous permettait d’obtenir, par le mélange des quatre lots ainsi 
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stérilisés, un auto-vaccin contenant tous les constituants antigé- 
niques (sinon la plus grande partie) du germe pathogéne vivant. 

Le mélange définitif est réparti dans 4 tubes stériles, 4 raison 
de 10 cm* par tube. 


a) Stérilisalion du tube I par la chaleur: on chauffe pendant 
une heure au bain-marie a 56°, en agitant fréquemment. On 
éprouve, apres refroidissement, la stérilité du tube en ensemen- 
cant I goutte de la suspension sur gélose et en bouillon, et, en 
cas de stérilisation imparfaite, on pratique un nouveau chauffage 
dans les mémes conditions. 


b) Stérilisation du tube II par Viode: on ajoute aux 10 cm$ 
de la suspension V gouttes de la solution suivante : iode, 2 ¢; 
iodure de potassium, 4 g ; eau distillée, 100 cm*. On laisse vingt- 
quatre heures a la glaciére, puis on neutralise l’excédent d’iode 
par une solution d’hyposulfite de soude a 10 p. 100. On éprouve 
la stérilité du tube par ensemencement d’I goutte de la suspension 
sur gélose et en bouillon. 


c) Stérilisation du tube III par Valcool absolu: aux 10 cm? 
de la suspension on ajoute la méme quantité d’alcool absolu ect 
on laisse 4 l’étuve A 37° pendant dix-huit heures. On centrifuge 
stérilement, on rejette le liquide surnageant et on émulsionne 
a nouveau le culot dans 10 cm* d’eau physiologique stérile. ‘La 
stérilité est également éprouvée de la méme maniére que précé- 
demment. 


d) Stérilisation du tube IV par lacide phénique : on ajoute 
4a la suspension bactérienne une quantilé d’acide phénique de 
maniére a obtenir une concentration totale finale de 3 p. 100 dans 
le tube. On laisse le tube pendant vingt-quatre heures a la tem- 
pérature du laboratoire, puis on centrifuge stérilement et on 
remet le culot en suspension dans 10 cm* d’eau physiologique 
stérile. Epreuve de la stérilité comme pour les autres tubes. 


3° REALISATION DE L’AUTO-VACCIN : les quatre suspensions ainsi 
stérilisées sont mélangées a parties égales dans une fiole stérile, 
obturée hermétiquement avec un bouchon de caoutchouc stérile 
et, aprés un dernier contrdle de stérilité, on répartit la suspension 
finale en ampoules de 1 ¢m* ou bien on la laisse dans la fiole, 
ot l’on pourra la prélever, avant chaque injection, par piqure 
a travers le bouchon de caoutchouc désinfecté par l’alcool iodé. 

L’auto-vaccin, ainsi oblenu et composé uniquement de corps 
bactériens tués par différents agents dénaturants, posséde, a notre 
avis, un pouvoir antigénique plus grand que celui d’un auto- 
vaccin ordinaire, stérilisé par une seule méthode. 
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II. — ADMINISTRATION DE L AUTO-VACCIN. 


Lorsqu’on introduit dans un organisme un auto-vaccin, on 
constate d’abord une réaction générale, qui est celle de tout 
organisme en contact avec un allergene, et ensuite une réaction 
spécifique humorale de production a’ anticorps, consécutive 
a lintroduction d’un antigénc. 

A tout stimulus Vorganisme réagit en lbérant, entre autres, 
une certaine quantité d’histamine, dont les variations, plus ou 
moins importantes, expliquent en grande partie les modifications 
trés accusées que l’on observe dans |’état de résistance de l’orga- 
nisme. Or, comme nous pensons que les mécanismes de défense 
sont directement influencés par la réponse de l’organisme, nous 
estimons qu’ils doivent étre respectés sous peine de voir sabaisser 
la résistance de V’individu. Ces considérations biologiques nous 
ont amenés a n’administrer que de trés petites doses d’auto- 
vaccin, et par vole intradermique, qui, en provoquant une réac- 
tion générale peu marquée, ne libére qu'une faible quantité 
d’histamine et ne modifie en rien la résistance que l’organisme 
posséde déja ou quil est susceptible d’acquérir par d’autres 
mécanismes de défense. 

Nous avons choisi la voie intradermique, pour |’introduction 
de l’antigéne, d’abord parce qu’elle ne provoque pas de réaction 
générale importante, souvent nuisible a la défense organique, 
mais aussi parce qu’elle suscite certainement une formation plus 
élevée d’anticorps. 

Cette voie d’introduction a d’ailleurs été utilisée par d'autres 
auteurs, en particulier par van Deinse [4], qui a constaté, dans 
des cas de furonculose rebelle, une efficacité plus grande des 
auto-vaccins antistaphylococciques, injectés a petites doses dans 
le derme. 

Nous avons donc injecté 4 nos malades, par voie intradermique, 
a l'aide d’une courte aiguille spéciale, montée sur une seringue 
pour tuberculine, 1/10 de centimétre cube (100 millions de 
germes), de maniére 4 réaliser une petite papule de type urti- 
carien. Ces injections sont faites au niveau du creux sus- -épineux, 
préalablement désinfecté a l’alcool iodé, au rythme de 2 a 3 injec- 
tions par semaine, réguligrement espacées, avec un total de 
15 4 20 injections, variable suivant les malades. 


III. — R&suLTats THERAPEUTIOUES OBTENUS. 


Nous avons traité par cette méthode 20 malades atteints de 
staphylococcies, dont 7 matades du service de chirurgie et 
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13 malades du service de dermatologie de l’hopital militaire 
Robert Picqué (1). 


Les 7 malades chirurgicaux présentaient : 5 ostéites fracturaires 
fistulisées (2 du fémur, 3 du tibia) ; 2 fistules non bacillaires, de 
la région sous- maxillaire. Une ostéite du fémur n’a pas réagi au 
traitement et n’a pas guéri, méme aprés incision d’un aboes sur 
le trajet fistuleux ; Vautre fistule du fémur a réagi favorablement 
et, aprés colmatage de la fistule, la guérison a été oblenue par 
un traitement consolidateur par |’érythromycine. 


‘Les trois ostéites fistulisées du tibia ont été trés vite améliorées 
par tarissement d’abord de l’écoulement du pus et par fermeture 
définitive, ensuite, de l’orifice de la fistule. 


Les deux fistules du cou ont réagi différemment : l'une ancienne, 
remaniée par la sclérose et indurée, en voie de réchauffement, 
nia pas été améliorée, alors que l’autre, plus récente, apres un 
abcés, a été rapidement cicatrisée. Soit au total 5 guérisons ct 
2 échees. 

Les 13 malades médicaux présentaient : 8 furonculoses cutanées 
en évolution, 2 acnés infectés, 1 folliculite aprés eczéma, ] eczéma 
mycosique surinfecté, 1 sycosis. Les 8 malades atteints de furon- 
culose en évolution n’ont pas présenté d’autres manifestations 
staphylococciques pendant la durée du traitement (un mois et 
demi). Cing ont été guéris, alors que 3 autres ont présenté des 
récidives quelque temps aprés la fin du traitement. Les deux acnés 
et le sycosis n’ont tiré aucun bénéfice du traitement et dans les 
deux cas de staphylococcies greffées sur des eczémas, le traite- 
ment n’a pas eu d’action sur la folliculite lésionnelle, alors que 
Veczéma mycosique surinfecté a été guéri. Soit au total 6 succes, 
3 récidives et 4 échecs complets. 


IV. — INTERPRETATION ET DISCUSSION DES RESULTATS. 


Il importe d’abord de faire deux réserves importantes : la pre- 
miére, c’est que le nombre de malades traités est insuffisant 
pour nous permettre de tirer des conclusions valables sur cette 
méthode de traitement ; la seconde, c’est que le recul du temps 
n’est pas encore assez grand pour apprécier la qualité réelle des 
résultats obtenus, car la plupart de nos observations ne remontent 
guére a plus de six mois et c’est vraiment trop peu pour juger 
de la guérison d’une affection staphylococcique, dont le caractére 
chronique est bien connu et qui présente, parfois apres plusieurs 


(1) Nous remercions trés sinctrement le médecin lieutenant colonel 
Dumont qui nous a permis de mettre en ceuvre cette thérapeutique 
chez ses malades. 
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années, des réveils imprévisibles. I] faut également insister sur 
le fait, maintenant bien établi, que le sujet peut se réinfecter, 
parce qu’il héberge, aprés une premiére alteinte, des staphylo- 
coques pathogénes dans son organisme, en particulier au niveau 
des fosses nasales, qui peuvent étre transportés par Vinterme- 
diaire des mains au niveau de la peau ou qui peuvent franchir la 
muqueuse pituitaire a la faveur d’une excoriation et étre ainsl 
a Vorigine d’une nouvelle localisation. Chez 10 de nos malades, 
pris au hasard, aprés le traitement, nous avons pratiqué un pré- 
lévement des sérosités rhinopharyngées et nasales et mis en évi- 
dence par culture, chez tous sans exception, un staphylocoque 
pathogéne. 

Ces réserves étant faites, nous pensons, cependant, qu’a l’actif 
de l’antigénothérapie spécifique on peut inscrire un effet protec- 
teur immédiat, peut-étre temporaire, mais certain. 

Cette action favorable est beaucoup plus nette chez les malades 
chirurgicaux que chez les malades médicaux, car chez les pre- 
miers l’infection staphylococcique, greffée sur un foyer de frac- 
ture, est localisée et n’a pas encore produit une importante sensi- 
bilisation de l’organisme, alors que chez les seconds, ot elle est 
souvent généralisée, elle entraine de profondes modifications du 
terrain, favorables a la persistance ou aux récidives de |’infection. 

Chez certains malades médicaux, |’antigénothérapie spécifique 
trouve un emploi trés judicieux, lorsque infection staphylococ- 
cique évolue chez un malade allergique (cas d’un de nos malades 
atteint de dermo-épidermite prurigineuse des bras et des jambes, 
infectée secondairement par grattage), car son principe étant de 
ne pas libérer une trop grande quantité d’histamine, justement 
responsable en grande partie des manifestations allergiques, se 
trouve parfaitement adapté a ce genre de malades, a la condition 
de mener de front la désensibilisation progressive du sujet avec 
jie traitement de sa staphylococcie. 


V. — APPRECIATION DE LA REACTIVITE GENERALE 
ET DES REACTIONS SEROLOGIQUES DE NOS MALADES. 


Pour juger de J’intensité de la réaction générale de chaque 
malade, nous avons pratiqué les examens suivants : prise de ten- 
sion artérielle avant l’injection et une demi-heure aprés ; nota- 
tion, matin et soir, de la température et du pouls ; numération 
globulaire, formule leucocytaire et vitesse de sédimentation avant. 
en cours et aprés la série d’injections. 

Pour apprécier les réactions sérologiques de nos malades nous 
avons, avant et aprés le traitement, titré les agglutinines sériques 
selon le procédé classique, et dosé Vantitoxine, suivant le pro- 
cédé hémolytique. 
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Les résultats enregistrés seront interprétés et discutés dans 
une autre étude qui paraitra prochainement. 


RESUME ET CONCLUSIONS. 


En raison du nombre sans cesse croissant d’infections staphy- 
lococciques rebelles aux traitements antibiotiques, il est néces- 
saire de mettre en ceuvre un traitement par des injections a trés 
petites doses et par voile intradermique d’un auto-vaccin conte- 
nant, au maximum, toutes les fractions antigéniques du germe 
isolé chez le malade. 

Cette méthode thérapeutique, qui stimule favorablement les 
défenses de l’organisme, a été utilisée chez 20 malades avec 
11 succés, 3 récidives et 6 échecs. 

Malgré le nombre peu élevé de malades traités et le manque 
de recul du temps, nous pensons que l|’antigénothérapie spéci- 
fique a une action favorable certaine, peut-étre temporaire, beau- 
coup plus marquée dans les staphylococcies chirurgicales, ot 11 
n’exisle pas encore de forte sensibilisation de lorganisme, que 
dans les staphylococcies médicales, ot! de profondes modifications 
du terrain sont favorables a la persistance et aux récidives de 
infection. : 

Les résultats des mesures de la réactivité générale des malades 
en cours de traitement et des réactions sérologiques, pratiquées 
avant et aprés traitement, seront interprétés et discutés dans une 
prochaine étude. 


SUMMARY 


SPECIFIC ANTIGENOTHERAPY IN THE TREATMENT 
OF CHRONIC AND RECURRENT STAPHYLOCOCCAL INFECTIONS. 


Because of the increasing number of staphylococcal infections 
by antibiotic resistant strains, it is necessary to consider auto- 
vaccines in the treatment of such cases. Such auto-vaccines 
should be injected in very.small doses, intracutaneously, and 
contain all the antigenic fractions of the germ isolated from the 
patient. 

This treatment, which stimulates the défence mechanism of 
the body, has been applied to 20 patients, with good results in 11, 
recurrences in 3 and failures in 6. 

In spite of the small number of patients and the short time 
elapsed since the end of the treatment, the authors think that 
specific antigenotherapy possesses a favourable although perhaps 
temporary action. This action is more marked in surgical than 
in medical staphylococcal infections, because in the first ones 
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there is yet no marked hypersensitivity of the body, whereas in 
the latter ones deep alterations of the patient’s general health 
allow the persistence and recurrence of the infection. 

The patient’s reactions during treatment and the serological 
reactions before and after treatment will be discussed in another 
paper. 
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ETUDE DE LA SENSIBILITE 
DE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS A LA CYCLOSERINE 


ET METHODE DE TITRAGE /W V/TRO 


par P. COLETSOS, E. ORIOT et N. de REGEL (*) (*) 


(Institut Pasteur, Service de la Tuberculose [D™ J. Bretey)) 


A la XIV° Conférence de la Veterans Administration qui a eu 
lieu 4 Atlanta (U.S. A.) du 7 au 11 février 1955, H. Welch, 
Putnam et Randall [4] d’une part et I.G. Epstein, Nair et 
Boyd [2] d’autre part, révélaient la découverte d’un nouvel anti- 
biotique a spectre d’activité antimicrobienne assez large et par 
surcroit actif pour le traitement des infections tuberculeuses de 
l'appareil urinaire et de la tuberculose pulmonaire: la cyclo- 
sérine. 

En avril 1955, dans Antibiotics and Chemotherapy, deux 
articles, celui de D. A. Harris, Ruger, Reagan, Wolf, Peck, 
Wallick et Woodruff [8] et celui de A.C. Cuckler, Frost, 
Me Clelland et Solotorovsky [4] révélérent la découverte de |’ oxa- 
mycine. 

La confrontation de ces rapports avec ceux, antérieurement 
publiés par H. Welch et coll. et par I. G. Epstein et coll., a 
permis d’établir que cyclosérine et oxamycine avaient une formule 
chimique identique. 

C’est dans l'article de Cummings, Patnode et Hudgins [5] 
(travail effectué dans les Laboratoires de Recherches de |’ Hopital 
de la Veterans Administration 4 Washington) que l’étude de l’acti- 
vité antibacillaire de la cyclosérine in vitro est exposée en détail. 

Cummings et ses collaborateurs utilisent le milieu synthétique 
de Proskauer et Beck, auquel ils ajoutent soit de l’albumine 
bovine fraction V, 0,5 p. 100, soit du sérum humain, soit enfin 
du sérum de cobaye a la concentration finale de 5 p. 100. 

La bactériostase de la souche H87Rv est obtenue par 10 wg de 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 7 mars 1957. 

(**) Nous remercions le Service Médical des Laboratoires Roche qui 
a bien voulu nous céder gracieusement de la p-cyclosérine (lot 23092) 
chimiquement pure pour ces expériences. 
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cyclosérine en milieu de Proskauer et Beck, sauf pour le milieu 
additionné de 5 p. 100 de sérum de cobaye. ; 

Ce dernier détail revét peut-¢tre (?) une signification si l’on 
considére l’ensemble des facteurs qui interviennent dans l’ineffi- 
cacité notoire de la cyclosérine dans le traitement de la tuber- 
culose expérimentale du cobaye [8, 42]. 

Malheureusement, on connait l’inefficacité de la cyclosérine 
dans le traitement de la tuberculose expérimentale de la plupart 
des animaux, 4 l'exception du singe. 

Ces faits, joints a la faible activité antibacillaire de la cyclo- 
sérine in vitro, amenérent M. G. Mulinos [6] 4 qualifier la cyclo- 
sérine d’antibiotique paradoxal. 

Cummings et coll. trouvent que la souche H37Rv ensemencée 
sur milieu de Lowenstein modifié a la dose de 10-* mg est inhibée 
par 10 ug/ml de cyclosérine incorporée au milieu avant coagu- 
lation. 

Il est A remarquer que la lecture des résultats se limite pour 
ces auteurs a la quatriéme semaine d’incubation a 37° et quils 
ne font mention que des tubes ayant donné naissance a plus de 
100 colonies. 

‘Cummings et coll. signalent, qu’en moyenne 34 4 55 p. 100 de 
cyclosérine sont détruits dans le milieu synthétique de Proskauer 
et Beck par le séjour a |’étuve a 37° pendant quinze jours. 

Enfin ces auteurs, ainsi que W. Barclay et H. Russe [7] ont 
étudié la courbe de croissance des mycobactéries in vitro en pré- 
sence des taux variables de cyclosérine. 

En 1956, Steenken et Wolinsky [8] s’attachent a l’étude de 
l’activité de la cyclosérine in vitro et in vivo chez le cobaye. 

In vitro la souche H87Rv en milieu de Dubos Tween-Albumine 
est inhibée dans sa croissance par 6,25 pg au quatorziéme jour 
et par 12,5 a 25 ywg/ml de cyclosérine au vingt-huitiéme jour de 
la culture. En milieu de Proskauer et Beck sans sérum : inhibition 
par 6,25 pg au quatorziéme et par 12,5 pg au vingt-huitiéme jour. 
Le méme milieu avec 10 p. 100 de sérum de cheval : inhibition 
par 25 wg au quatorziéme et par 25 4 50 wg au vingt-huitiéme 
jour. 

Dans les mémes conditions, les souches bovines nécessitent des 
taux deux fois plus élevés que la H37Rv. 

S. et W. signalent d’autre part que les bacilles laissés en 
contact pendant quinze jours avec 200 pg de cyclosérine, réense- 
mencés sur milieu solide frais et sans antibiotique, donnent nais- 
sance 4 des colonies bacillaires espacées, et que ce méme matériel 
inoculé a des cobayes occasionne une tuberculose expérimentale 
a évolution lente. 

Ces faits traduisent le pouvoir surtout bactériostatique et non 
bactéricide de la cyclosérine. 
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Sur milieux solides A.T.S., et milieu synthétique gélosé 
additionné d’acide oléique-albumine, 20 ug de cyclosérine sont 
nécessaires pour provoquer la bactériostase. 

Pour Renzetti, Wright, Edling et Bunn [9], la bactériostase 
aprés ensemencement de 100000 bacilles par tube est oblenue 
par 3 a 6 pg/ml de cyclosérine en milieu de Proskauer et Beck, 
el par 10 a4 20 ug en Dubos ou en milieu solide A. T. S. 

Mais pour un inoculum dix fois plus fort : 1 000 000 de bacilles 
et plus, le taux bactériostatique nécessaire est dix fois plus élevé. 

D’autre part, ces auteurs mentionnent que les chiffres extrémes 
sont variables et trés différents 4 la quatriéme semaine de ceux 
de la sixiéme semaine de culture. 


EXPERIENCES PERSONNELLES 


A. — Mivieux LIQuiIpes. 


I. Milieu de Dubos au Tween 80 distribué dans des tubes de 22 mm, 
additionné extemporanément de 0,5 ml d’un mélange d’albumine 
fraction V et de glucose a 5 p. 100. 

II. Milieu de Youmans distribué également en tubes de 22 mm addi- 
tionné extemporanément de 0,5 ml de sérum de bceuf et sous un 
volume total de 5 ml. 

Antibiotique : La quantité convenable pour chaque tube est intro- 
duite sous un volume de 0,2 ml. 

Souches : Agées de 8 A 10 jours provenant d’une culture en milieu 
de Dubos. Ensemencement de 0,01 mg par tube sous un volume de 
0,2 ml. 


Résuttats : Ils sont consignés dans les figures 1 et 2. Nous 
n’avons pas |’intention de reprendre ici l’étude critique des tests 
de sensibilité en milieux liquides, pour cela Cf. [40], mais de 
rappeler simplement les aléas de ces méthodes lorsqu’il s’agit 
d’établir le seuil bactériostatique 4 l’égard de Mycobacterium 
tuberculosis avec un produit non encore expérimenté. 

Ces inconvénients sont les suivants : 

1° Il faut que le produit soit hautement soluble et qu’il ne 
provoque aucun précipité au contact du milieu nutritif. 

2° Il faut que Vinoculum soit fixe, faute de quoi on s’expose 
a des variations de sensibilité dans des proportions imprévisibles. 
Faut-il rappeler |’extraordinaire différence du taux bactériostatique 
du PAS (de 0,5 a plus de 50 ug/ml) suivant Vimportance de 
Vinoculuin? 10= ou 10-7 

3° Il faut que la lecture ait leu a dates fixes convenues 
d’avance : quatorziéme ou vingt et uniéme jour par exemple, 
sinon les résultats varient considérablement. 
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TITRAGE IN VITRO DE LA CYCLOSERINE 25 


4° Il faut que la drogue résiste a la température de l’étuve 
sans se détériorer et surtout que son altération ne soit pas hatée 
par les substances qui entrent dans la composition du milieu 
nutritif. Exemple : la cyclosérine eri présence de sérum. 

5° Il faut enfin reconnaitre limpossibilité d’évaluer autrement 
que de fagon grossi¢re la bactériostase quantitative des germes. 

Ces inconvénients briévement énoncés expliquent la difficulté 
dobtenir des résultats concordants et démonstratifs concernant 
Paction bacillostatique de la cyclosérine en milieux liquides. 


B. — Minieux so.LipEs. 


Tous les auteurs s’accordent actuellement pour reconnaitre la 
grande supériorité des milieux solides dans le titrage — qualitatif 
et quantitatif — de la sensibilité de M.t. aux antibiotiques ; !e 
seul inconvénient réside dans le chauffage obligatoire de la drogue 
a 54°-60° pour les milieux gélosés, & 85° pour les milieux a 
Voeuf. 

C’est précisément dans le but de profiter au maximum des avan- 
tages des milieux solides tout en évilant ce dernier inconvénient 
que nous avons été conduits 4 Ja méthode d’imprégnation en sur- 
face aprés la coagulation du milieu, méthode que nous avons 
mise au point et éprouvée par plusieurs milliers de titrages 
a l'Institut Pasteur [44]. 


Tastesu I. — Souche H37Rv. Taux de  bactériostase totale. 
Milieux préparés vingt-quatre heures avant et milieux conservés 
vingt et un jours a 4° et 22°. 
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En ce qui concerne la cyclosérine, les avantages offerts par 1l’impré- 
gnation en surface sont incontestables : 

I. La composition chimique de lantibiotique est intégralement 
respectée du fait qu’il est ajouté aprés coagulation et n’entre pas dans 
la composition du milieu. 

II. L’action bactériostatique s’exerce en s’interposant entre le milieu 
nutritif sous-jacent et les bacilles ensemencés, l’antibiotique formant 
une mince pellicule 4 la surface du milieu. 

Ill. L’inactivation par le séjour 4 1’étuve a 37° est minime comparée 
a celle constatée en milieu de culture liquide, surtout lorsque la cyclo- 
sérine est diluée dans du bleu de tournesol (litmus) stabilisé 4 pH 8,5. 

IV. Les milieux imprégnés en surface peuvent étre conservés quinze 
4 vingt et un jours A la température du laboratoire sans altération 
appréciable de l’activité bacillostatique de l’antibiotique (tableau I). 


Résuttats : 1° La cyclosérine a 10 pg/em? inhibe totalement 
la culture de la majorité des souches humaines — sensibles ou 
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Fic. 3. — Souches H37Rv et apparentées (10—*) mg: milieu de Jensen en tubes 
de Legroux , surface, 50 cm?; cyclosérine, en surface, aprés coagulation du 
milieu ; concentrations de cyclosérine, 1-5 pg, etc. au centimétre carré. 


résistantes aux autres antibiotiques — du type H87Rv (fig. 3) et 
des souches bovines virulentes (fig. 5). 

Cependant, la souche danoise E5 (fig. 4) et environ une souche 
humaine sur dix (expectorations provenant de malades non traités 
et donnant des colonies confluentes sur le tube témoin) révélent 
lexistence d’éléments capables de se développer en présence de 
10 et 15 wg a la quatriéme semaine d’incubation a l’étuve A 37°. 
Le nombre des éléments « rebelles » — nous ne disons pas résis- 
tants car nous ignorons leur véritable potentiel dans ce sens — 
ne dépasse guére 1 a 2 pour 10 000 bacilles. 

Nos recherches préliminaires nous ont révélé que ces souches 
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a comportement spécial présentent la particularilé d’abaisser nette- 
ment le pH du milieu synthétique de Sauton (culture en voile). 
2° Le taux bactériostatique ne change pas a la lecture tardive 
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de six semaines, sauf pour les souches d’emblée « rebelles ». 
Celles-ci se révélent d’ailleurs, dés la lecture a la troisiéme 
semaine, par une culture luxuriante 4 5 pe de cyclosérine. 

3° (Le taux de bactériostase totale passe de 10 pg a 15 pg/cem? 
lorsque l’ensemencement pour chaque tube de Legroux est supé- 
rieur a 10 000 000 de bacilles. 
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CoNCLUSIONS. 


1° Le pouvoir bacillostatique de la cyclosérine in vitro est 
facilement mis en évidence par la culture de Mycobacterium tuber- 
culosis sur milieu solide de Jensen (en tubes de Legroux de 
50 cm? de surface) imprégné de cyclosérine en surface aprés 
coagulation. 

2° La bactériostase totale est obtenue par 10 wg/em? de cyclo- 
sérine pour la majorité des souches. Certaines souches « rebelles » 
(1 sur 10 environ) nécessitent 15 wg/em?. Ce comportement spécial 
coincide avec l’aptitude particuliére de ces souches, cultivées en 
voile, d’abaisser le pH du milieu synthétique de Sauton. 

3° La bactériostase sur milieu solide imprégné en surface est 
peu influencée par l’incubation au-dela de la quatriéme semaine et 
par limportance de l’inoculum. 


SUMMARY 


Srupies on in vitro sensitivity oF Mycobacterium tuberculosis 
TO CYCLOSERIN AND TECHNIQUE OF TITRATION. 


The in vitro bacteriostatic activity of cycloserin (D-4-amino- 
isoxazolidone) is easily demonstrated by growing M. tuberculosis 
on Jensen solid medium the surface of which has been impre- 
gnated with cycloserin after coagulation. Most strains are totally 
inhibited by 10 ug/em?. A few strains (about 1 out of 10) require 
15 pg; these last strains possess at the same time the property 
of modifying the pH in Sauton synthetic medium. Neither an 
incubation of more than four weeks nor the size of inoculum 
influence significantly the bacteriostatic activity on Jensen medium. 
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LE COMPORTEMENT EN CULTURE DU TISSU CEREBRAL 


INFECTE PAR LE VIRUS RABIQUE 
L’EVOLUTION DES CORPUSCULES DE NEGRI IN VITRO DANS 
LE TISSU CEREBRAL RABIQUE 


par Insan Suxau AKSEL et Tarra Batt AYKAN (*) 


(Laboratoire de Neuropathologie, 
Clinique Psychiatrique de l Université d’Istanbul 
{Directeur : Professeur D* I. S. AxsEt}) 


De nombreux auteurs se sont consacrés a l'étude de la virulence 
du virus rabique en culture (Levaditi, Noguchi, Moon en 1913, 
Kanazawa en 1936, Webster et Clow en 1936-1937 et Béquignon 
et coll. en 1954-1956). 

‘Cependant, jusqu’a présent, certains aspects caractéristiques de 
la culture du virus rabique et du tissu cérébral rabique n’ont pas 
encore été suffisamment étudiés. C’est le cas, notamment, pour la 
nature et l’évolution des corps de Negri qu’on suppose générale- 
ment étre les porteurs du virus rabique, sinon l’agent méme de 
la rage. 

La technique de la culture des tissus se préte bien a l’étude des 
facteurs dont dépend la formation des corps de Negri, et a leur 
isolement. 

Nous avons recherché la survie in vitro du tissu cérébral infecté 
par le virus rabique et nous avons, par la méme occasion, étudié 
les corps de Negri. 


TECHNIOUE. 


Pour la culture, nous avons prélevé un fragment de 4 4 10 mm 
de diamétre de la corne d’Ammon et de tissu cérébral chez 6 lapins 
inoculés par voie cérébrale avec du virus des rues. Nous nous 
sommes servis, comme milieu de culture, de plasma de poussin 
coagulé par du clauden, la phase liquide étant un mélange a 
parties égales de Tyrode et de sérum de cheval (parfois méme 
de mouton) auquel furent ajoutées 2000 unités par centimetre 
cube de pénicilline. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 7 février 1957. 
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Nous avons fait 31 cultures, le liquide étant renouvelé deux fois 
par semaine et chaque tube contenant 1 a4 9 fragments de tissu. 

Nous avons préparé, en méme temps, des coupes de tissu céré- 
bral de ces lapins pour l’examen histologique. 

Pendant cing semaines, nous avons pris tous les deux jours un 
des tubes de culture pour examen histologique aprés avoir rem- 
placé le liquide nutritif par de l’alcool a 90°. 


Enfin, une culture agée de 30 jours fut inoculée par voie intra- 
cérébrale a deux lapins. 


RESULTATS. 


Les cerveaux des six lapins inoculés avec du virus des rues 
présentaient de l’cedéme et de l’hyperémie. 


Fic. 1. — Corpuscule de Negri placé contre le noyau. Préparation proyenant d’une 
culture de cing jours. 


L’examen histologique a montré chez tous des infiltrations lym- 
phocytaires périvasculaires denses et de la prolifération eliale 
plus ou moins prononcée dans le cortex et la corne d’Ammon. 
Les corps de Negri étaient peu nombreux, et méme absents chez 
deux lapins. 


EXAMEN HISTOLOGIQUE DES CULTURES A DIFFERENTS AGES. — Cul- 
tures de 1 et 3 jours: cellules ganglionnaires trés gonflées avec 
vacuolisation du cytoplasme, la plupart en état de nécrose. Trouvé 
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Fic. 2. — Corpuscule de Negri dans une vacuole protoplasmique et amas éosinophile 
dans une autre cellule ganglionnaire (culture de 27 jours). 


Fic. 3. — Corpuscule de Negri dans des cellules ganglionnaires de la corne d’Ammon 
du lapin, inoculé avec une culture de 30 jours. 
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un corps de Negri dans une cellule ganglionnaire dans chacune 
des cultures de 1 et 3 jours. 

Cultures de 3, 5 et 7 jours: colonies micux préservées que 
dans les précédentes cultures. Plusieurs corps de Negri dans des 
cellules ganglionnaires dégénérées ou non; a partir du neuvieme 
jour toutes les cultures étaient dans un état de nécrose plus ou 
moins avancé; un corps de Negri fut trouvé dans une culture 
de 11 jours dans une cellule dégénérée & proximité du noyau et 
un autre dans une cullure de 27 jours a Vintérieur d’une vacuole. 
Des formations éosinophiles aux contours mal définis furent trou- 
vées. dans les cultures de 3, 9, 17 et 27 jours. 

Les deux lapins inoculés avee une cullure de 30 jours ont 
présenté des signes de paralysie douze et seize jours respective- 
ment apres linoculation. 

Ils furent immédiatement sacrifiés. Nous avons pratiqué l’examen 
histologique du cortex cérébral et cérébelleux, du pont et de la 
corne d’Ammon de ces deux lapins. A part des infiltrations péri- 
vasculaires lymphocytaires chez les deux animaux, des foyers de 
ramollissement périvasculaire chez l’un et des proliférations gliales 
dans le cortex chez l’autre, nous avons trouvé des corps de Negri 
dans quelques cellules de Purkinje et quelques cellules ganglion- 
naires du cortex chez le premier lapin et dans les cellules gan- 
glionnaires de la corne d’Ammon chez le second. 


Discussion. 


Nos expériences semblent confirmer celles de Paul et Sclwein- 
burg et montrent que les corps de Negri peuvent maintenir leur 
intégrité a Vintérieur d'une cellule profondément dégénérée. 

On peut expliquer ce phénoméne de deux facons : ou bien en 
considérant les corps de Negri comme des produits morts ou bien 
en leur attribuant la qualité d’étres vivants, complétement indé- 
pendants des cellules qui les hébergent. Le fait que la culture 
de 30 jours se soit montrée virulente pour le lapin semble sou- 
tenir cette deuxiéme hypothése. 

L’augmentation du nombre des corps de Negri dans les cultures 
au cours des sept premiers jours est un fait qui aurait besoin 
détre confirmé. Contrairement & ce qu’a constaté Moon, nous 
wavons pas vu d’augmentation des dimensions des corps de 
Negri en culture. 

L’apparition dans les cultures de petites formations éosino- 
philes aux contours mal définis et toujours localisées au voisinage 
des noyaux, formations absentes dans les tissus d'origine, est 
un autre fait qui nous a frappés. Peut-étre s’agit-il d’une phase 


W 


préliminaire a la genése du corps de Negri ? 


(ae) 
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Nous considérons la nécrose des cultures comme étant due 
A une insuffisance technique. Il s’agit d'une nécrose de coagula- 
tion, ne touchant ni la névroglie, ni le mésenchyme, du type que 
présente un individu cachectique ou age. 

Les cellules endothéliales semblent étre les plus résistantes, 
car on peut les voir intactes au milieu d’une culture complétement 
nécrosée. 

Nos expériences confirment celles de Béquignon et coll., en ce 
sens que le tissu cérébral infecté par le virus rabique garde en 
culture son pouvoir pathogéne durant un mois et que des corps 
de Negri se forment dans le cerveau des lapins inoculés avec 
une culture de cet age. 


RESUME ET CONCLUSION. 


Nous avons essayé d’obtenir une culture de lssu cérébral de 
lapin infecté par le virus rabique, en introduisant des fragments 
de ce tissu dans un milieu dont la phase liquide était composée 
de sérum de cheval et de Tyrode 4 parties égales et la phase 
solide était du plasma de poussin coagulé au clauden. 

Il n’a pas été possible d’obienir une culture de tissu cérébral, 
car 11 se produit une nécrose de coagulation typique. 

Cependant, le virus a gardé sa vitalité pendant un mois, ce 
qui confirme ce que d’autres avaient déja constaté avant nous. 

Nous avons pu montrer, en outre, que les corps de Negri, eux 
aussi, ont gardé leur présence pendant un mois et nous en dédui- 
sons que ces corps sont indépendants des constituants cellulaires. 

Des émulsions provenant de cultures de trente jours, inoculées 
chez le lapin, ont encore déclenché chez cet animal des para- 
lysies et suscité des corps de Negri dans sa substance cérébrale. 


SUMMARY 


COMPORTMENT OF CEREBRAL TISSUE CULTURES INFECTED 
WITH RABIES VIRUS. 
In vitro EvoLUTION oF NEGRI BODIES IN RABIES CEREBRAL TISSUE. 


The authors attempted to culture rabies infected cerebral tissue 
by introducing fragments of such tissue into a medium constituted 
of a liquid phase (equals paris of horse serum and Tyrode solu- 
lion) and a solid phase (coagulated chicken plasma). 

It was not possible to obtain a culture of cerebral tissue 
because of the typical coagulation necrosis which always occurs. 

However the virus remained viable during a month, which 
agrees wilh the results obtained by other workers. 
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Besides the authors demonstrate that Negri bodies also pre- 
serve their integrity durmg a month; its seems therefore that 
Negri bodies are independent of the cellular components. 

The emulsion of the 30 days old cultures were inoculated 
into rabbits, induce paralysis and the formation of Negri bodies. 
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RECHERCHES SUR LE ROLE DES CATIONS 
DANS LA FIXATION DES BACTERIOPHAGES 
SUR LES BACTERIES SENSIBLES 


1. — INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN CATIONS 
SUR LA FIXATION D'UN BACTERIOPHAGE 
SUR DIFFERENTES SOUCHES SENSIBLES 


par J. BEUMER, M.-P. BEUMER-JOCHMANS et J. DIRKX (°). 


(Institut Pasteur de Brucelles) 


On sait depuis longtemps que la présence d’ions Ca++ est 
nécessaire pour gue certains baclériophages se fixent sur les bac- 
téries sensibles, ou pour quwils pénetrent a Vintérieur de celles-ci, 
ou encore pour quils s’y multiphent. Par ailleurs, Puck et ses 
collaborateurs [4] ont montré que les phages de la série T ne se 
fixent sur FE. coli B qu’en présence de concentrations définies de 
cations mono- ou bivalents. Dés lors, le besoin en ions Ca++, 
manifesté par certains phages, pourrait n’avoir, dans le cas de 
la fixation tout au moins, aucun caractére spécifique, et n’étre 
qu’un exemple particuler d’un phénoméne beaucoup plus général, 
la nécessilé de cations en concentration déterminée, pour la fixa- 
tion des phages sur les bactéries sensibles. Selon Puck et 
Tolmach [2], la premiére élape de cette fixation est de nature 
électrostatique et, dans le cas du phage T2, résulterait d’une 
laison entre les groupes aminés du phage et les groupes car- 
boxyles de Ja bactérie. Mais, comme la surface du phage et celle 
de la bactérie sont toutes deux chargées négativement, il faut, 
pour que la fixation soit possible, que le potentiel électrostatique 
de répulsion entre ces deux surfaces soit suffisamment réduit, 
pour permettre au phage et a la bactérie de s’approcher a dis- 
tance de liaison |8]. Ce serait précisément le role des cations du 
milieu de neutraliser l’excés de charges négatives portées par 
le phage [2]. 

Les concentrations calioniques permettant la fixation de phages 
différents sur la méme bactérie peuvent étre différentes : c’est le 
cas notamment de la fixation des phages T1 et T2 sur le coli B [4]. 


(*) Manuscrit recu le 6 mars 1957. 
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D’autre part, nous avons constaté que la fixation de l'un de nos 
phages {[H-SHPB(Ca)} exige ou non laddition de calcium au 
milieu, selon la souche sensible mise en ceuvre [5]. Nous avons, 
dés lors, voulu vérifier que, dans le cas du phage H-SHPB(Ca), 
le calcium ne joue pas un role spécifique dans la fixation, mais 
que, comme pour les phages T, celle-ci ne s’effectue que dans 
des conditions déterminées de concentration en cations ct qu’en 
outre ces conditions different selon la souche sensible utilisée. 

Outre Pintérét quwil y a a rechercher si les faits, observés par 
Puck et ses collaborateurs pour les phages T et le coli B, se 
retrouvent dans un systeéme différent de phage et de bactéries et 
présentent de ce fait un caractére plus général, la premiére partie 
de ce travail est destinée a nous fournir les données nécessaires 
a l’étude de la fixation des phages sur les bactéries d’un point 
de vue électrostatique, étude qui sera développée dans la seconde 
partie. 


MATERIEL ET METHODES 


Phage; Nous avons utilisé le phage H-SHPB(Ca), décrit précédem- 
ment [5]. 

Souches bactériennes : Il s’agit de souches de Shigella dysenteriae, 
décrites précédemment : Y6R [6], SHPB et Flexner 6 [5]. Nous avons 
isolé de cette dernicre un mutant R, désigné par F6R, la souche origi- 
nelle de Flexner 6, dont le caractére S est vérifié réguliérement, portant 
désormais |’appellation F6S. 

Méthode utilisée pour la mise en évidence de la fixation. Tampons. 
L’action des différents ions sur la fixation a été éprouvée dans un 
tampon constitué par une solution d’un maléate de Vion a essayer. 
L’ion maléique a été choisi de préférence 4 l’ion phosphorique ; ce 
dernier présente, en effet, une certaine toxicité, alors que lion 
maléique, dans la zone de concentration étudiée, ne présente aucune 
toxicilé décelable. D’autre part, les maléates des métaux bivalents 
sont solubles, particuli¢rement les alcalino-terreux. Enfin, le pK2 de 
Vacide maléique (2,6 x 10-7) lui confére un bon effet tampon dans 
la zone pH 6,5 a pH 7,5. 

Les tampons au maléate ont été préparés de Ja maniére suivante : 
6,04 mole d’acide maléique est dissoute dans 100 cm*® environ d’eau 
Gistillée. La solution est portée a l’ébullition et on y ajoute une quantité 
de quelques milligrammes inférieure 4 la quantilé théorique nécessaire 
& la neutralisation compléte de la base (hydroxyde ou oxyde) choisie 
en fonction de lion a essayer. Le mélange est maintenu a 1’ébullition 
jusqu’a dissolution compléte de I’hydroxyde ou, éventuellement, de 
l’oxyde métallique. Aprés refroidissement, la solution est amenée au 
pH voulu par électro-titration au moyen d’une solution de la méme 
base que celle choisie pour préparer le maléate et le volume est amené 
4 11. Le pH est alors vérifié et réajusté s’il y a lieu, toujours avec une 
solution de la méme base que celle ayant servi & préparer le maléate. 
Cette méthode permet d’utiliser des tampons ioniquement homogénes 
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ne contenant qu’un seul type de cation. Les maleéates afcalins sont 
préparés par neutralisation de lacide avec une solution d’hydroxyde 
jusqu'au pH désiré. Les différentes solutions de maléates obtenues sont 
stérilisées par filtration sous vide sur filtres en verre fritté d’Iéna G5. 
Tous nos tampons ont été amenés d pH 7,3 pour nous placer dans des 
conditions de pH identiques a celles du bouillon. Il est a remarquer 
que la préparation d’un maléate métallique 4 ce pH n’est évidemment 
possible que pour autant que la concentration métallique demandée 
soit compatible avec le produit de solubilité de l’hydroxyde correspon- 
dant. C’est ainsi qu’il n’a pas été possible de préparer un maléate 
de zinc a pH 7,3, ce produit s’hydrolysant immédiatement dams ces 
conditions. Les différents tampons stérilisés sont répartis en ampoules 
de verre neutre et utilisés A mesure des besoins. Les différentes 
concentrations ioniques sont obtenues par dilution de la solution 
initiale avec de l’eau distillée stérile. 

Titrage du phage. Le phage est titré par la méthode de la double 
couche de Gratia [7]. On introduit 0,1 cm’ de dilution de phage dans 
2.5 cm* d’eau peptonée (2 p. 100 bactopeptone Difco) gélosée a 0,5 
p. 100, fondue et maintenue 4 48°, a laquelle on ajoute la culture 
sensible (SHPB). Le mélange de phage et de bactéries sensibles est 
coulé en boite de Petri, & la surface d’une couche de gélose solide et 
bien séche ; cette couche inférieure est formée d’eau peptonée gélosée 
GuelenDemekG: 

Mesures de conductivité. Toutes les mesures de conductivité ont été 
effectuées en courant alternatif 50 cycles/sec. avec un pont de mesure 
électronique WTW et la cellule correspondante a électrodes en noir de 
platine. Cette derniére a été calibrée avec une solution normale de KCl. 

Dosage d’ions. Les ions de différents milieux ont été dosés au 
moyen du spectrophotométre Beckman, modéle DU, muni des acces- 
soires de flamme et du photomultiplicateur (1). 

Nous avons utilisé pour ce travail le brfileur 4 oxygéne et acétyléne. 
Les milieux complexes ont été minéralisés 4 l’acide perchlorique pour 
éviter toute interférence avec les peptides et les acides aminés. La 
technique est la suivante : 

1 cm? de milieu 4 étudier est prélevé dans un grand tube en Pyrex 
et chauffé au four 4 120° jusqu’’ dessiccation compléte. On ajoute 
alors 1 cm* d’acide perchlorique A 70 p. 100 et on chauffe jusqu’a 
décoloration totale. La solution est ensuite portée A 100 cm? avec de 
eau distillée désionisée par passage sur résines échangeuses d’ions 
(Amberlite IR-120 et Amberlite IRA-400), conservée en récipients de 
Pyrex. Les solutions ainsi obtenues sont utilisées telles quelles pour 
la photométrie de flamme. Les différents éléments ont été dosés aux 
longueurs d’onde suivantes : 

Sodium : 589 millimicrons. 

Potassium : 766,5 millimicrons. 

Calcium : 554 millimicrons. 


(1) Nous remercions le Fonds National de la Recherche Scientifique 
de Belgique (FNRS) pour l’octroi & l’un de nous (J. B.) d’un_ crédit, 


qui a permis l’acquisition du dispositif de spectrophotométrie de 
flamme. 
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Différents éléments ont, de plus, été détectés au moyen du spectro- 


photométre 4 flamme, mais étaient présents en quantités trop faibles 
pour étre dosés. 
RESULTATS EXPERIMENTAUX 
I. — STABILITE DU PHAGE EN TAMPON MALEATE. 


L’étude de la fixation du phage H-SHPB(Ca), dans les solutions 
de maléate de faible concentration, est rendue difficile par l’inac- 
tivation rapide du phage, dans ces milieux pauvres en ions. Déja 


Log. du nombre de phages survivants 


Fic. 1. — Courbe de survie du phage H-SHPB(Ca) 
en maléate de sodium 0,008 Ma 37°. 


importante a 20°, cette inactivation Vest bien davantage a !a 
température de 37°, 4 laquelle s’effectue la fixation. 

En solution de maléate 0,008 M en Na+, a 37°, la courbe 
de survie du phage (fig. 1) parait présenter trois segments, dont 
Vinclinaison diminue avec le temps, indiquant que la destruction, 
surtout intense au début, tend a se ralentir ensuite. Pendant la 
premiére minute, il y a destruction de 55 p. 100 du phage ; aprés 
trois minutes trente secondes, il y a inactivation de 80 p. 100 du 
phage et aprés six minutes, de 90 p. 100. 

Dans nos expériences de fixation, des tubes témoins contenant 
du phage dilué dans les diverses solutions de maléate utilisées, 
séjournent au bain-marie a 37° pendant la durée du contact du 
phage avec les bactéries dans les tubes d’expérience, c’esl-a-dire 
généralement cinq minutes. Le titrage du phage dans les tubes 
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temoins, pratiqué en méme temps que celui du phage fixé dans 
les tubes d’expérience, nous renseigne sur Ja survie du phage 
dans les conditions expérimentales choisies. ' 

On constate ainsi que la survie du phage apres cinq minutes 
en tampon au maléate 4 37° augmente avec la concentration en 
cations : elle atteint 100 p. 100 pour 0,04 M en Na+, en NH,+ 
ou en K+. Ce dernier, toutefois, est doué d’une nette toxicité 
pour le phage qu’il inactive rapidement a la concentration de 
0,08 M; Vion Na+, par contre, n’a pas d’effet toxique a des 
concentrations élevées, allant jusqu’a 4 M. 

La survie du phage dans les mémes conditions expérimentales 
est meilleure dans Jes solutions de maléates de cations bivalents, 
puisqu’elle est de 100 p. 100 pour 0,001 M en Ca++ et pour 
0,002 a 0,004 M en Sr++, Ba++ ou Mg++. Ces cations sont 
dépourvus de tonicité jusquia 0,08 M. 

Le manque de stabilité du phage H-SHPB(Ca) dans les solu- 
sions trés diluées de maléates nous a conduits a estimer la pro- 
portion de phage fixée par les bactéries, non par différence entre 
la quantité de phage introduite dans la suspension bactérienne et 
la quantité de phage resltée bre aprés fixation, mais plutot en 
titrant directement le phage fixé sur les bactéries. Le premier 
procédé nous aurait amenés, en effet, a compter comme phage 
fixé une proportion plus ou moins grande de phage inactivé dans 
le milieu. 

Il est difficile de savoir dans quelle mesure, dans les milieux 
pauvres en cations, linactivation du phage peut entraver sa 
fixation sur les bactéries. Si cette inactivation est rapide, la fixa- 
tion parait bien l’étre au moins autant, commie le montre l’expé- 
rience suivante : en maléate 0,02 M en Na+, la souche SHPB 
fixe en huit minutes 21 p. 100 du phage mis a son contact ; or 
apres une minute, dans les mémes conditions, les bactéries en 
ont déja fixé environ la méme proportion (18 p. 100). Il n’est pas 
certain, dés lors, que l’instabilité du phage géne beaucoup sa 
fixation, si celle-ci est suffisamment rapide. Il se pourrait, toute- 
fois, que les résultats enregistrés aux faibles concentrations catio- 
niques soient la résultante de deux phénoménes rapides et 
compétitifs : la fixation du phage sur les bactéries et Vinactiva- 
tion du phage non encore fixé. 

Mais il serait faux de penser que l’absence ou la faible inten- 
sité de la fixation du phage, que l’on observe, comme nous le 
verrons, dans les milieux pauvres en cations, aient pour cause 
exclusive l’inactivation du phage dans ces conditions. En effet, 
en maléate 0,002 M en Na+, la souche SHPB fixe 0,7 p. 100 du 
phage mis a son contact, la proportion de ce phage qui échappe 
i Vinactivation étant de 6,4 p. 100; or, si l’on ajoute a ce milieu 
2 p. 100 de bactopeptone, traitée par un mélange de résines 
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échangeuses d’ions [Amberlite IRA-400(0H) + Amberlite IR- 
120(H)], la quantité de phage fixé ne dépasse pas 6,4 p. 100, 
bien que la proportion de phage survivant atteigne 69 p. 100. 
Par contre, en maléate 0,026 M en Na+, la méme souche fixe 
40 p. 100 du phage mis en contact, pour une proportion de phage 
survivant de 43 p. 100. Une autre souche, F6S, ne fixe que 
4,5 p. 100 du phage en maléate 0,02 M en Na+, alors que la 
proportion de phage survivant a cette concentration atteint 
89 p: 100. 

Ces exemples montrent clairement qu’il n’y a pas de parallé- 
lisme absolu entre la stabilité du phage et sa fixation sur les 
bactéries sensibles, et que, méme lorsqu’on empéche I’inactivation 
du phage aux faibles concentrations cationiques, par l’addition 
dune substance protectrice, la fixation reste trés faible. Il y a 
done tout lieu de penser que ce n’est pas seulement par inacti- 
vation du phage que les milieux pauvres en cations se montrent 
impropres a la fixation, ainsi que nous allons le voir maintenant. 


IJ. — Frxarion DU PHAGE EN TAMPON MALEATE. 


La fixation du phage H-SHPB(Ca) sur les bactéries sensibles 
a été étudiée par la méthode suivante : 


Une culture bactérienne en bouillon, 4gée de 5 heures, est centri- 
fugée (dix minutes a 4 000 tours) et le culot est resuspendu dans 3 cm® 
du tampon au maléate choisi. Cette suspension bactérienne est portée 
au bain-marie a 37° pendant quelques minutes, avant d’y introduire 
0,1 cm® de phage, titré au préalable et dilué de telle maniére que le 
mélange contienne environ 1 phage pour 100 bactéries. Aprés cing 
minutes de séjour 4 37°, le mélange de phages et de bactéries est 
refroidi dans la glace. On en préléve 0,05 cm* que l’on dilue dans 
5 cm*® de bouillon glacé: cette dilution au 1/100 servira au titrage 
du phage total. D’autre part, on centrifuge 1 cm? de mélange phage 
+ bactéries, pendant cinq minutes a 4000 tours/minute. Le liquide 
surnageant est décanté et, aprés dilution au 1/100, sert au titrage du 
phage non fixé. Le culot, resuspendu dans 1 cm de bouillon glacé 
est dilué au 1/100 dans le méme liquide: dans cette dilution, on 
litrera le phage fixé sur les bactéries. Pour les raisons exposées plus 
haut, Ja proportion de phage fixé est calculée en comparant le titre du 
phage dans le culot bactérien aprés centrifugation a celui du phage 
introduit dans la suspension hbactérienne au début de 1l’expérience. 
Le titrage du phage total a la fin de la fixation et celui du phage non 
fixé dans le liquide surnageant aprés la centrifugation permettent 
d’estimer, par comparaison avec Ja quantité de phage introduite, la 
survie du phage dans le tube d’expérience, en présence des hbactéries. 
Le titrage du phage survivant dans un tube témoin de tampon au 
maléate sans bactéries, ayant séjourné cing minutes 4 37°, renseigne 
sur l’inactivation du phage dans le milieu utilisé. 
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1° Maléate de Na. — Dans les conditions de nos expériences, 
le phage H-SIIPB(Ca) ne se fixe pas sur les cultures sensibles 
des souches SHPB, Y6R, F6R et F6S, dans les solutions de 
maléate de Na de faible concentration. A mesure que celle-ci 
s'éléve, la fixation du phage, d’abord minime, augmente progres- 
sivement et alleint des valeurs non équivoques pour des concen- 
trations en cations Na+ comprises entre 0,01 et 0,02 M pour 
SHPB et Y6R ct entre 0,02 et 0,03 M pour F6R et F6S (tableau 1). 


TasLeau I, 


Maleate de Na 


Fixation de HoSHPB (Ca), exprimée en pourcentage de 


phage fixe, dans des sqlutions de maléate de Na de 


concentrations moléculaires croissantes en Nat 


Concentrations moleculaires 
Souches 
0,002 0,008 0,02 0,03 0,04 0,06 0,08 0,2 0,5 


Une concentration minimum en cations Na+ est donc indis- 
pensable 4 la fixation du phage sur toutes les souches étudiées. 
Un excés de cations, par contre, empéche cette fixation sur 
SHPB lorsque la concentration dépasse 0,04 M, sur Y6R et F6R 
lorsqu’elle dépasse 0,06 M. Mais, fait curieux, le phage continue 
a se fixer sur la souche F6S aux plus fortes concentrations de 
Na+ utilisées, c’est-a-dire en solution moléculaire et méme quatre 
fois moléculaire. 

Les pourcentages de fixation dans les différentes solutions de 
maléate de Na peuvent varier quelque peu d’une expérience 
a Vautre, mais on peut, pour chaque souche bactérienne, déter- 
miner les limites de concentration 4 l’intérieur desquelles la fixa- 
tion du phage s’effectue et en dehors desquelles on n’observe 
jamais de fixation de quelque importance (tableau II). On cons- 
tate que ces limites sont trés comparables pour les souches SHPB, 
Y6R et PGR, sur lesquelles le phage ne se fixe pas si la concen- 
tration en Na+ est inférieure a 0,01 A 0,016 M ou supérieure 
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0,04 a 0,06 M. Par contre, la souche F6S se distingue nette- 
ment des trois autres, par sa capacité de fixer le phage en 
présence de concentrations trés ¢levées de cations Na+. Les 
conditions calioniques permettant la fixation dépendent donc, non 
seulement du phage, mais aussi de la souche sensible considérée. 

Signalons que l’absence de fixation du phage sur les souches 
SHPB, Y6R et F6R, aux fortes concentrations de maléate de Na, 
ne peut étre attribuée a action toxique de celles-ci sur le phage, 
car la survie de ce dernier & ces concentrations est de 100 p. 100, 
dans les conditions de nos expériences. Par ailleurs la fixation 
du phage sur F6S A ces mémes concentrations montre bien que 
le phage y demeure capable de se fixer sur les bactéries, pour 
autant que celles-e1 soient aptes a le recevoir. 

Quantitalivement, la proportion de phage fixé par les bactéries 
dans la zone de concentrations en cations ot cette proportion est 
maximale, varie d’une souche bactérienne a l’autre. C’est sur 
SHPB que la fixation en maléate de Na est la plus faible et sur 
F6S qu’elle est la plus forte. Ces différences peuvent élre 
expression de Il inégale sensibilité des diverses souches au 
phage H-SHPB(Ca), mais, comme le montrent les faits observés 
en maléate de Ca, cetle sensibilité elle-méme parait dépendre de 
la composition cationique du milieu. 


Maléate de Ca. — En tampon au maléate de Ca, la fixation 
iu. phage débute lorsque la concentration de la solution atteint 
0,001 M pour SHPB, Y6R et F6R et 0,004 M pour F6S 
(tableau II). La concentration des ions Ca++, nécessaire a la 


TaBLEAu II. 


Maléate deCa 


Fixation de H7SHPB(Ca),exprimée en pourcentage de phage 


fixe, dans des solutions de maléate de Ca de concentrations 


r 


moléculaires croissantes en Catt 


Concentrations moleculaires 


Souches 


0,0004 0,001 0,002 0,004 0,01 0,02 


100 
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fixation du phage sur les différentes souches sensibles, est donc 
environ dix fois plus petite que celle des ions Na+, ce qui ne 
peut surprendre, si les cations interviennent dans la fixation par 
les charges électriques qu’ils portent (tableau III). 


Tasieau III. 


Concentrations moléculaires permettant la fixation 


du phage H SHPB(Ca) sur 


Maléate de Na} 0,014 a 0,04 0,016 a 0,06 0,01 a 0,06 
MaléatedeCa}] 0,001 > 0,001 0.001 


Contrairement a ce qui a été observé en maléate de Na, la 
fixation du phage sur les souches SHPB, Y6R et F6R ne parait 
pas génée par des concentrations en oe + quarante a quatre- 
vingts fois supérieures au minimum indispensable a cette fixa- 
tion. L’expérience n’a pu étre conduite dung des concentrations 
de maléate supérieures & 0,09 M, en raison de linactivation du 
phage a ces concentrations. De méme qu’en maléate de Na, ia 
fixation du phage sur F6S ne diminue pas non plus aux concen- 
trations les plus élevées de maléate de Ca, dans les limites de 
nos expériences. 

Le phage se fixe beaucoup mieux sur SHPB et F6R en maléate 
de Ca qu’en maléate de Na: de 20 a 50 p. 100 en présence de 
Na+, la fixation est de 100 p. 100 en présence de Ca+ +. Par 
contre, le pourcentage de fixation du phage sur Y6R n’est pas 
plus élevé en maléate de Ca et, sur F6S, il est plutot inférieur 
a ce quwil est en maléate de Na. 

L'action des cations sur la fixation du phage H-SHPB (Ca) 
apparait done ainsi comme dépendant étroitement de Vhote bac- 
térien auquel s’attaque le phage. 


3° Autres maléates mono- et bivalents. — Par ailleurs, l’expé- 
rience a montré que divers cations monovalents peuvent remplacer 
ion Na+ dans son action sur la fixation du phage H-SHPB(Ca) 
sur la souche SHPB. 

En effet, dans les solutions de maléate de NH, et de K, la fixa- 
tion du phage s ‘effectue dans la méme zone de poneontration 
quen maléate ey. Na: débutant 4 0,01 M, elle cesse au-dela de 
0,04 M (tableau IV). Toutefois, si le pourcentage de fixation en 
maléate de NH, n’est que légérement inférieur A celui observé 
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en maléate de Na, par contre, en présence de cations K+, la 
fixation est trés faible. 

Les cations alcalins monovalents peuvent élre remplaeés par un 
ion organique monovalent : en maléate de diméthylamine, en effet, 
la fixation du phage se produit dans la méme zone de concen- 
trations que dans les maléates de cations métalliques. La possi- 
bilité de remplacer ion Na+ par des cations monovalents aussi 
différents que les ions NH,+ et diméthylammonium apporte un 
argument 4 Vappui de l’opinion que c’est par leurs charges élec- 
triques que les calions jouent un réle dans la fixation du phage. 


Tapceau IV. 


Fixation du phage H~SHPB (Ca) sur SHPB en tampon maléate 
Cations monovalents 
es a ae ieee ee 


oo 


Cations bivalents 


ae aa a es 
> 0,001 > 9,001 20,001 0,001 a 0,04 
100 100 100 


Le Ca peut lui aussi étre remplacé par d'autres cations biva- 
lents. En maléate de Sr ou de Ba, le phage H-SHPB(Ca) se fixe 
sur SHPB, aux mémes concentrations et dans les mémes propor- 
tions qu’en maléate de Ca (tableau IV). De méme, en maléate 
de Mg, la fixation du phage sur SHPB débute 4 la méme concen- 
tration qu’en maléate de Ca (0,001 M), mais contrairement a ce 
qui se passe dans ce dernier milieu, le phage ne se fixe plus 
sur les bactéries sensibles en maléate de Mg 0,08 M. L’effet 
inhibiteur d’un excés de cations sur la fixation du phage, observé 
avec les cations monovalents, se manifeste done également avec 
le Mg, seul parmi les cations bivalents étudiés, dans les limites 
de nos expériences (jusque 0,09 M). L’impossibilité d’utiliser des 
solulions de maléate plus concentrées, ne permet pas de trancher 
la question de savoir si leffet inhibiteur sur la fixation se mant- 


Conc.moléc. 
permelttantla fix? 


Pourcentage 
de fixation. 


0,014 a 0,04 0,01 a 0,04 


20 a 75 10 a 30 


Conc. moléc. 
permefttant la fix? 


Pourcentage 
de fixation. 
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feslerait pour les cations autres que le Mg++, a des concen- 
trations supérieures. 


DISCUSSION 


L’étude de la fixation du phage H-SHPB(Ca) dans les tampons 
au maléate de diverses concentrations nous a révélé l’extréme 
instabilité de ce phage dans les milieux pauvres en cations. Dans 
les conditions de nos expériences, le phage n’est stable que dans 
des solutions de maléates de concentration égale ou supérieure 
4 0,002 M pour les cations bivalents et de 0,04 M pour les mono- 
valents ; certains cations manifestent une action toxique sur le 
phage aux concentrations élevées. 


Le méme phénoméne a été constalé pour de nombreux phages 
et Lark et Adams [8] en ont fait l'étude dans le cas du phage TS : 
ce dernier, trés instable en solution saline diluée, est stabilisé par 
addition de cations bivalents en concentration 0,001 M ou de 
cations monovalents en concentration 1 M. Ces ions formeraient 
avec les constituants thermolabiles du phage des complexes beau- 
coup plus résistants a la chaleur que le phage en l’absence de 
cations. 

Le phage H-SHPB(Ca) est particuliérement instable dans les 
solutions trés diluées de maléates : la courbe de survie en maléate 
0,008 M en Na+ a 37° montre que la moitié des particules est 
inactivée en une minute dans ces conditions. L’allure du phéno- 
méne d’aulodestruction du phage parait assez complexe. En effet, 
on voit sur la figure 1 que les différentes portions de la courbe 
de destruction, en coordonnées semi-logarithmiques, sont chacune 
linéaires, phénoméne déja signalé par White, Georgi et Mil- 
jitzer [9]. Ce fait conduirait & admettre l’existence de plusieurs 
réactions du premier ordre, consécutives ou méme simultanées, 
et & en proposer différentes inlerprétations : hétérogénéité de la 
population du phage, effet protecteur des produits de destruc- 
tion, etc. Nous n’avons pas cherché a approfondir cette question, 
mais plutot a déterminer l’incidence de l’autodestruction du phage 
sur l’interprétation des expériences de fixation. 

L’absence de fixation du phage dans les solutions trés diluées 
de maléate ne peut étre attribuée exclusivement a son inactivation. 
In effet : 1° 4 37°, dans les conditions favorables, la fixation du 
phage est trés rapide, s’effectuant en moins d’une minute : 
2° si l'on stabilise le phage dans les solutions trés diluées, par 
addition de bactopeptone traitée par les résines échangeuses 
dions, il n’y a pas davantage fixation, en dépit d’une bonne 
survie du phage ; 3° il existe de nombreux cas ot la composition 
cationique du milieu, bien que favorisant la stabilité du phage, 
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ne permet pas sa fixation. Les cations interviennent done dans 
la fixation du phage, non en assurant la stabilité de ce dernier, 
mais bien en réalisant les conditions convenant a sa fixation méme, 
celle-ci ne découlant pas nécessairement de la survie du phage. 

On sait que la fixation du phage H-SHPB(Ca) sur la souche 
SHPB en bouillon exige l’addition de 0,003 4 0,01 M CaCl, au 
milieu [5]. Il ressort des résultats expérimentaux du_ présent 
lravail que la fixation de ce phage sur les bactéries sensibles 
en tampon au maléate ne s’effectue que dans des conditions déter- 
minées de concentration en cations. La nécessité de cations Ca+ + 
pour la fixation du phage en bouillon apparait donc, non comme 
un besoin spécifique en cet ion, mais comme un cas particulier 
d'une exigence plus générale, celle de Ja présence de cations en 
concentration adéquate. 

C’est la un phénoméne, qui a été observé et bien étudié par 
Puck et ses collaborateurs, pour les phages de la série T [4 a 4}. 
La fixation du phage Tl sur E. coli B, nulle en eau distillée ou 
en tampon au phosphate trés dilué, croit avec augmentation de 
la concentration en cations jusqu’a un optimum pour 0,005 M en 
NaCl et 0,0005 M en CaCl,. Lorsque la concentration en cations 
dépasse cet optimum, la fixation diminue et devient négligeable 
pour des concentrations de 0,05 M en NaCl et de 0,005 M en 
CaCl,. ‘Les cations Ca++ et d’autres cations bivalents sont donc 
dix fois plus actifs que Vion Na+ et les autres cations mono- 
valents, qui peuvent le remplacer ; de plus la vitesse de la réac- 
tion est plus grande en présence de Ca++ que de Na+. ‘La 
fixation des autres phages de la série T, tout en exigeant de 
méme la présence de cations, requiert des concentrations diffé- 
rentes pour chacun ; T2, par exemple, exige dix a vingt fois plus 
de Na+ que Tl. Il est donc constant pour les phages de la 
série T: 1° que la fixation ne s’effectue qu’en présence de 
cations en concentration définie ; 2° que les différents phages T 
exigent des concentrations cationiques différentes pour se fixer 
sur la méme hactérie sensible ; 3° qu’un méme phage se fixe 
dans des conditions identiques sur différents mutants du coli B [4]. 
Les exigences cationiques seraient donc spécifiques du phage et 
non de la bactérie. 


La fixation de H-SHPB(Ca) sur la souche SHPB exige égale- 
ment des concentrations déterminées en cations mono- ou biva- 
lents. En maléate de Na, elle ne s’effectue qu’entre 0,014 et 
0,04 M, concentrations nettement supérieures a celles nécessaires 
a la fixation de Tl, mais moindres que celles exigées pour T?. 
Les autres calions monovalents essayés (NH,+, K+ ou diméthyl- 
ammonium) agissent 4 des concentrations trés voisines de celles 
du Na+. En concentration supérieure 4 0,04 M les cations mono- 
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valents inhibent la fixation du phage sur SHPB. Les cations biva- 
lents (Cat +, Sr++, Ba++ et Mg++) permettent cetle fixation 
a des concentrations égales ou supérieures 4 0,001 M, c’est-a-dire 
quwils sont environ dix fois plus actifs que les cations monovalents. 
Sauf pour le Mg++, qui inhibe la fixation du phage aux concen- 
trations supérieures a 0,04 M, nous n’avons pu démontrer d’effet 
inhibileur d’un exces de cations bivalents. En effet, en maléate 
0,09 M en Ca++ le phage se fixe encore normalement sur SHPB 
et en maléate 0,9 M en Ca++, le phage est inactivé par l’excés 
de calcium. 

La fixation du phage H-SHPB(Ca) sur SHPB exige donc des 
conditions de concentrations en cations analogues a celles néces- 
sitées par la fixation des phages du systeme T sur EL. coli B. 
Mais il ressort de nos expériences que les conditions cationiques 
exigées pour la fixation du phage ne dépendent pas exclusivement 
de ce dernier, mais aussi de |’hdte bactérien. En effet, si les 
conditions dans lesquelles H-SHPB(Ca) se fixe sur les souches Y6R 
et F6R sont & peu de chose prés les mémes que celles qui per- 
mettent sa fixation sur SHPB, il n’en est plus de méme dans le 
cas de la souche F6S. La fixation du phage sur cette derniére 
souche exige des concentrations plus élevées de maléate de Na 
et de maléate de Ca que celles nécessaires dans le cas des autres 
souches. Mais, surtout, la fixation du phage sur I'6S n’est pas 
inhibée par les concentrations élevées de maléate de Na (jusqu’a 
4 M). La souche F6S fait preuve d’une tolérance trés remar- 
quable aux ions Na+, en ce qui concerne la fixation du phage 
H-SHPB(Ca). 

Dans un travail publié précédemment [10], nous avions déja 
signalé cette différence de comportement de notre phage sur diffé- 
rentes souches sensibles en bouillon. En effet, dans ce milieu, 
seule la souche F6S fixe le phage ; pour observer la fixation de 
ce dernier sur les autres souches (SHPB, Y6R et F6R), il faut 
ou ajouter du calcium, ou diluer le bouillon. Comme nous l’avons 
montré dans ce travail, le comportement du phage en bouillon 
s’éclaire par les résultats obtenus en maléate de Na+. [a 
souche F6S, qui fixe le phage dans les solutions concentrées 
de maléate de Na, le fixe aussi en bouillon. Or, le dosage des 
cations au spectrophotométre de flamme montre que dans notre 
bouillon la concentration du Na+ est de 0,16 M, celle du K+ de 
0,0465 M et celle du Ca++ de 0,0045 M. ‘La concentration des 
cations monoy alents est done de 0,2 M environ, c’est-a-dire une 
concentration qui en maléate inhibe netlement la fixation du phage 
sur SHPB, Y6R et F6R, mais non sur F6S. Dans le bouillon dilué 
au 1/5, la concentration en cations monovalents est réduite A 
0,04 M, concentration a laquelle en maléate le phage se fixe sur 
SHPB, Y6R et F6R; or, ces souches fixent de méme le phage 
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en bouillon dilué au 1/5. ‘Le fait que l’addition de 0,07 M NaCl 
au bouillon dilué au 1/5 empéche la fixation du phage sur SHPB 
démoutre que c’est l’excés de Na+ qui géne la fixation en bouillon 
non dilué. Enfin, en bouillon dilué au 1/20, la concentration en 
cations monovalents est trop faible (0,01 M) pour que le phage 
se fixe sur F6S, mais la fixation débute déja sur les autres 
souches. 


La fixation du phage sur la souche F6S en bouillon et l’absence 
de cette fixation sur les autres souches s’expliquent done par la 
grande tolérance de la souche F6S aux fortes concentrations en 
Na+. L’addition de Ca++ au bouillon permet la fixation du 
phage sur SHPB, Y6R et F6R, parce que l’action favorisante du 
Ca++ Vemporte sur linhibition due a l’excés des ions Na+. 

Selon Puck et Sagik [8], les cations interviennent dans la fixa- 
tion en réduisant la charge négative du phage et en diminuant 
de ce fait l’énergie de répulsion, qui tend a l’écarter de la 
bactérie, chargée négativement elle aussi. De plus, la neutrali- 
sation de Vexcés des charges négatives permettrait aux groupes 
aminés du phage d’étre suffisamment exposés pour s’unir aux 
groupes carboxyles de la bactérie [2]. On congoit que des phages 
différents puissent différer par le nombre et la répartition de 
leurs charges électriques et de ce fait exiger des conditions catio- 
niques différentes pour se fixer sur la méme bactérie sensible. 
Mais il est tout aussi concevable que les surfaces de bactéries 
différentes, tout en possédant les récepteurs spécifiques condi- 
tionnant leur sensibilité 4 un méme phage, présentent des diffé- 
rences d’état électrique telles que les conditions cationiques néces- 
saires 4 la fixation de ce phage different d’une bactérie a autre. 
C’est bien ce que semblent montrer nos expériences. 


Les trois souches dont le comportement est semblable sont de 
type R, tandis que celle qui se comporte différemment est de 
type S. Or on sait [41] que dans le champ électrique les formes S 
migrent plus lentement vers l’anode que les formes R, ce qui dénote 
chez les formes S lVexistence de charges négatives moins nom- 
breuses que chez les formes R. Ceci nous a conduits, dans Ja 
seconde partie de ce travail, 4 étudier par l’électrophorése la 
mobilité du phage et des souches sensibles, afin d’envisager la 
fixation en fonction de leurs propriétés électriques dans les diffé- 
rentes solutions de maléates utilisées pour la fixation. Les données 
ainsi obtenues permettent de traiter la fixation du phage sur les 
bactéries sensibles comme un probléme dattraction entre deux 
colloides lyophobes et, par le tracé de leurs courbes d’interaction 
aux différentes concentrations cationiques, de rechercher dans 
quelles conditions l’attraction l’emporte sur la répulsion et la 
fixation devient possible du point de vue électrique. 
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RESUME 


Le phage H-SHPB(Ca) témoigne d’une grande instabilité dans 
les solutions trés diluées de tampon au maléate. Cette instabilité 
diminue avec l’augmentation de la concentration en cations et le 
phage devient stable pour des concentrations de 0,04 M en cations 
monovalents et de 0,001 4 0,004 M en cations bivalents. Certains 
cations manifestent une action toxique sur le phage a des concen- 
trations plus élevées (par exemple : 0,08 M pour le K+ et 0,9 M 
pour le Ca++). 

La fixation du phage sur les souches sensibles en tampon au 
maléate ne s’effectue qu’en présence de concentrations adéquates 
en cations mono- et bivalents. Dans les maléates de cations mono- 
valents, il n’y a pas fixation aux concentrations inférieures a 
0,014 M ou supérieures 4 0,06 M. L’une de nos souches (F6S) 
fixe toutefois encore le phage en maléate de Na 4 M. Les concen- 
trations de maléate de cations bivalents nécessaires 4 la fixation 
sont environ dix fois plus faibles que celles des monovalents. 
Sauf pour le Mg++, il n’est pas certain que l’excés de ces 
cations inhibe la fixation. 

La nécessité dions Ca++ pour la _ fixation du _ phage 
H-SHPB(Ca) sur certaines souches en bouillon n’est done pas 
expression d’un besoin spécifique en Ca++, mais bien d’une 
nécessité plus générale, celle de la présence de cations en concen- 
tration adéquate, ainsi que Puck et ses collaborateurs l’ont montré 
pour les phages de la série T. Nos expériences indiquent en outre 
que les conditions cationiques permettant la fixation d’un méme 
phage peuvent varier suivant la souche sensible considérée. Cette 
constalation nous aménera a étudier, dans Ja seconde partie de 
ce travail, Pétat électrostatique de la surface du phage et des 
bactéries, 4 diverses concentrations cationiques, et 4 voir si l’on 
peut en déduire les conditions de la fixation du phage. 


SUMMARY 


INVESTIGATIONS ON THE ROLE OF CATIONS IN PHAGE ADSORPTION 
ON SENSITIVE BACTERIA. 
I. —— INFLUENCE OF CATIONIC CONCENTRATION UPON THE FIXATION 
OF A DEFINITE PHAGE ON SOME SENSITIVE STRAINS. 


Phage H-SHPB(Ca) is highly labile in very dilute maleate- 
buffer solutions. This lability decreases as cationic concentration 
increases, the phage becoming stable for 0,04 M monovalent 
cations and for 0,001 to 0,004 M divalent cations. At higher 
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concentrations some cations are toxic for the phage (e. g. 0,08 M 
K+ and 0,9 M Ca+ +). 

Adsorption of the phage on sensitive bacterial strains in 
maleate-buffer only takes place in adequate concentrations of 
mono- or divalent cations. In maleates of monovalent cations no 
phage is adsorbed at concentrations lower than 0,014 M or higher 
than 0,06 M. One of our strains (F6S), however, still adsorbs 
the phage in sodium maleate 4 M. Concentrations of divalent 
cations, that are requested for phage adsorption, are ten times 
lower than those of monovalent cations. Except in the case of 
Mg+'+, it is not sure that adsorption is inhibited by an excess 
of divalent cations. 

Thus the necessity of calcium for the adsorption of phage 
H-SHPB(Ca) on some strains in broth is not a specific requirement 
for that ion, but the expression of a more general need, that of 
cations in adequate concentration, as Puck and his coworkers 
have shown for the T-system of phages. Our experiments point 
out, in addition, the fact that the cationic environment necessary 
for the adsorption of the same phage may vary according to the 
sensitive bacterial strain. This fact leads us to study, in the 
second part of this work, the electrostatic properties of the surface 
of both phage and bacteria at various cationic concentrations, 
and to see to what extent one can deduce from it the conditions 
of phage adsorption. 
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PARTICIPATION OF A NON-TEMPERATE PHAGE 
IN LYSOGENIZATION (°) 


by Margaret LIEB (**) (***) (**’) 


(Brandeis University, Waltham, Mass., U.S. A.) 


INTRODUCTION. 


The infection of a sensitive bacterium with temperate bac- 
teriophage usually results in lysis or lysogenization of the 
bacterium. Factors that will affect the response to infection have 
been studied in several bacteria and phage systems. In some 
strains, the probability that an infected bacterium will be lyso- 
genized may be increased at low temperatures, as has been 
shown by Bertani [4] and Lwoff, Kaplan and Ritz [2]. The pro- 
bability of lysogenization may be decreased by various chemical 
agents (2). In Salmonella typhimurium, Boyd and others have 
demonstrated that the percentage of infected bacteria giving a 
lysogenic response increases with multiplicity of infection [8]. 

The present investigation was undertaken to study the develop- 
ment in lysogenic bacteria of immunity to lysis by superinfecting 
related phage. The experiments revealed that a non-lysogenizing 
(weak virulent) mutant of a temperate phage can participate in 
the determination of bacterial response in Salmonella typhi- 
MUPLUM. 


MATERIALS AND Mernops. 


Stocks of Salmonella typhimurium (STM) and its phages A 
and Ac were kindly supplied by Dr. A. Lwoff. STM and 
phage A were derived from strains studied by Boyd [8]. Phage A 
is probably aiso identical with PLT 22 used for transduction by 
Zinder and Lederberg [4]. Phage Ac is a mutant of A giving 
much clearer plaques. The latent period of these phages on 
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broth-grown STM is about 35 minules. Lwoff et al 2) reported 
a latent t period of 20 minutes in some experiments with pies A. 
A nee stock of STM was suspended in broth and stored 
at 6° C. Every month an inoculum from this stock was taken 
to Sali a broth cullure which was grown to a concentration of 
about 5 x 10* bacteria/em*. For experimental use, daily cultures 
were inoculated from the cullture-of-the-month and grown to 
a concentration of 1-2 x 10° bacteria/em?. 

The temperate phage A was prepared using the agar layer 
method described by Adams [5]. Stocks of phage Ac were pre- 
pte by seeding broth cultures of STM with Ac and incubating 
at 37? until lysis occurred. Phage stocks were centrifuged to 
remove bacteria and sterilized by shaking with chloroform. A 
stock of phage Ac was concentrated by high speed centrifugation 
and resuspended in phosphate buffer at pH 7 This stock was 
used lo prepare rabbit antisera which are active against phages A 
and Ac. The sera also strongly agglutinated STM and are desi- 
gnated « anti-Ac-TSM ». Sera from which anti-bacterial activity 
was absorbed with STM are designated « anti-Ac ». 


The nutrient media used were those described previously [2]. 
For some experiments a solid medium prepared with 0.8 °/, Difco 
Nutrient Broth, 0.5 NaCl and 1 °/, Bacto Agar was used, ae gave 
results comparable to those obtained with macerated meat broth 
media. Unless specified, the broth used was at pH 7. For 
certain experiments, broth at pH 6.3 was prepared by adding HCl 
to the nutrient broth after autoclaving. Broth cultures were 
aerated by bubbling air through standing tubes. All dilutions 
were made in broth, and platings were in duplicate or triplicate. 

Many of the experiments to be described are analyzed in terms 
of what we shall call the frequency of immunization (FJ) 

Number of bacteria surviving Ac superinfection x 100. 

—— 

Number of bacteria infected with A 

It should be pointed out that FI is synonymous with the « FL » 
used by Maaloe and Lark [6, 7]. In their studies of superinfec- 
tion in synchronously dividing STM, Maaloe and Lark used the 
term FL or lysogenization frequene: vy since they believed that after 
superinfection they were recovering only cells previously lyso- 
genized by A. We prefer the term FI since it describes the 
phenomenon (immunity) directly observed. There may he 
systems where potentially lysogenic cells do not develop immu- 
nity to superinfection for some time. In STM we are dealing 
with a system where superinfection during a certain time after 
lysogenizing infection increases the number of lysogenic cells 
and therefore does not permit a determination of Ilvsogenics 
present prior to superinfection. 
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In most experiments, the multiplicity of infection was cal- 
culated from the concentrations of phage and bacteria placed in 
the adsorption mixture. Adsorption of phages A and Ac is rapid 
and may be compared to adsorption of T2 to E. coli [2]. The 
calculated multiplicity of infection was verified from the number 
of uninfected bacteria, using the Poisson expression. 


REsULts. 
Virulence of phage Ac. 


Lwoff and his associates found that after multiple infection 
with phage Ac, about 1 in 1000 bacteria was lysogenized [2]. 
The strain of Ac used in the present investigation was derived 
from Lwoff’s strain but was a non-lysogenizing weak virulent 
strain, as shown below. 

In agreement with Lwoff et al [2] we found that when STM 
was multiply infected with the Ac used in the present study, 
0.04-0.2 °/, of the bacteria survived and formed colonies. Bac- 
teria from these colonies were inoculated into broth containing 
anti-Ac serum and stored at 0° for 1-10 days. The bacteria were 
then allowed to multiply at 37° in the same medium, and comple- 
tely phage free cultures were obtained. These cultures were 
sensitive to A and Ac. 

In order to study the nature of the temporary resistance of 
bacteria surviving infection with Ac, the following experiment 
was performed. STM bacteria were infected with an average 
multiplicity of 10 Ac/bacterium and diluted into broth containing 
anti-Ac serum to prevent reinfection by phage liberated by lysing 
cells, Aliquots containing an average of 0.5 surviving resistant 
bacteria were incubated at 37° for several hours. Half of the 
volume of each aliquot was then plated on nutrient agar, and 
the remainder with a large excess of phage Ac. A comparison 
of the two plates from a single tube revealed that most clones 
contained only sensitive cells or a mixture of sensitive and resis- 
tant organisms. The rare clones containing only Ac resistant 
bacteria were composed of non-lysogenic cells that did not adsorb 
either A or Ac. Luria (personal communication) has made 
similar observations with a stock of Ac. 

An attempt was made to decrease the fraction of Ac survivors 
by increasing the multiplicity of infection. As shown in table I, 
there exists a « die-hard » fraction of the population which 
canot be lysed even with Ac at very high multiplicities. However, 
these « die-hard » resistant organisms, upon division, produce 
sensitive cells at a very high rate. For this reason it is suggested 
that the « die-hards » are phenotypic variants that may be unable 
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to adsorb the phage effectively. Similar variants appear with 
a higher frequency in Escherichia coli exposed to temperate 
phages [8]. 

Taste I. — Surviving STM at various multiplicities of phage Ac. 


Plated with serum 


nut. agar. nut. agar 


0,9 cm? of a growing culture of STM at-1,1x108/em3 was added to 0,1 cm$ 

phage Ac at yarious concentrations. After 10 minutes at 37°, the cultures were 

diluted 100 times and 0,1 cm was plated on the plain nutrient agar, nutrient 

agar with 0,1 cm? anti-STM serum, or nutrient agar with 0,1 cm® phage Ac 
at 1x 101°/cm3. 

The routine method of superinfection of STM was by a 
5 minutes exposure to a multiplicity of about 100 Ac. When 
phage A was also present, the number of bacteria surviving 
usually exceeded by a factor of 10 the number of « die-hards » 
that survive even if A is not present. Thus, the non-lysogenic 
resistant bacteria were not sufficiently numerous to interfere 
with the determination of FI. 


« Immunity » to phage Ac as a function of time. 


Lysogenic bacteria are not lysed when superinfected with the 
phage they carry as prophage [9]. They are also resistant to most 
temperate (weak virulent) mutants of the homologous phage. 
This resistance has been called immunity [40]. Lwoff et al [2] and 
also Maaloe and Lark |6, 7} determined the proportion of STM 
bacteria that had been lysogenized by phage A by superinfecting 
the culture with phage Ac and counting the surviving colony- 
forming bacteria. 

We wished to determine whether resistance (immunity) to 
pieise Ac appeared imediately after infection with phage A, or 

required some time for its expression. Lwoff and his collabo- 
ee [2} have shown that certain substances can change a 
potential lysogenic response to a lytic response if they are present 
during a critical period. This critical period includes the first 
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6 to 10 minutes after infection with phage A. Immunity might 
be expected to appear at the time that the response can no longer 
be changed. 
STM was infected at 37° with about 2 phages A/bacterlum. 
Aliquots were removed at intervals and diluted into broth contai- 
ning a high concentration of phage Ac. Curve A in figure 1 


a 


en ie 2.3 A+B AC 


10 
5 
5 10 1S 20 2S 
TIME OF SUPERINFECTION WITH PHAGE AC - MINUTES 
Fic. 1. — 1,8 cm? STM at a concentration of 6,2x107/cm3 was added to (A) 


0,2 cm3 phage A at 7x108/em3 and (B) 0,1 cm? phage A at 1,4x109/cm3 
plus 1,1 cm? phage Ac at 9,1x109/cm3. The mixtures were shaken 3 minutes 
at 37° and then diluted 0,1] cm? : 10 cm? in broth (Growth Tubes). 0,1 cm? from 


each growth tube was immediately diluted to 0,9 cm3 phage Ac at 1x 101°/cm3. 


4 minutes later, 0,1 cm? from each Ac tube was diluted to 0,9 cm’ anti-Ac 


serum. After 10 minutes, the antiserum tubes were removed from 37° to 18° to 
await plating. Further samples from the Growth Tubes were taken at 6, 10 ete. 
minutes. All plating was done 25-35 minutes after the start of the experiment. 


shows that 17 °/, of the infected bacleria were resistant when 
exposed to Ac at 3 or 6 minutes after infection with phage A. 
FI then decreased to 5.4 °/, at 20 minutes. 

Thus there was apparently a loss of immunity in A-infected 
cells. It was conceivable that more bacteria survived after early 
superinfection because the aliquots were transferred from 37° to 
18° shortly after superinfection. A bacterial culture was there- 
fore infected with phage A at 37°, and divided into two parts : 
one kept at 37°, the other at 18°. Samples were removed at 
intervals from broth tubes and infected with a high multiplicity 
of phage Ac. As shown in figure 2, the drop in Ac-resistant 
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bacteria (FI) at 18° is much slower than that observed at 37°. 
but the final level is even lower than at 37°. ; 

Therefore, the factor responsible for the: recovery of more 
resistant bacteria after early superinfection seems to be phage Ac 
itself, This sugests that phage Ac, upon entering a bacterium 
recently infected with phage A, contributes to the total phage 
multiplicity that determines the probability of lysogenization. 


MULTIPLICITY = 


IMMUNES 37° 


30 60 30 120 150 180 


MINUTES aT 18° —> 
Fic. 2. — 1,8 em3 STM at a concentration of 1,5 x 108/em was added 
to 1,1 cm? phage A at 5,45x109/cm?. After 3 minutes at 379, a 0,1: 10 dilu- 
tion was made, and a further dilution, in duplicate, of 0,1: 5 cm3 diluted 
anti-Ac serum (Growth Tubes). One growth tube was acrated at 37° and ihe other 
at 18°. Samples were removed at intervals and, after suitable dilution, plated 
with 0,1 em? phage Ac at 41029 cm? and 3 cm soft agar. 


Evidence that all immune cells are lysogenic will be presented 
below. 

The effect of Ae was studied in mixed infections and the results 
of a typical experiment are shown in figure 1, curve B. A culture 
of STM was infected with a mixture of 2.8 A and 8 Ac/bacterium 
and incubated at 37°. At each time represented by a point on 
curve B, the mixedly infected bacteria were exposed to a high 
multiplicity of phage Ae to lyse any uninfected bacteria. The 
number of bacteria surviving superinfection did not decrease 
with time, as in curve A, but increased during the 15 minutes 
immediately following infection. 
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The term Ac effect will be used here to describe the lyso- 
genizing (and immunizing) effect of phage Ac when it is added 
to STM with, or subsequent to, phage A. In figures 1 and 2 
the Ac effect, as shown by the FI, decreases with time and the 
FI reaches a minimum value at which it remains for several 
minutes. The frequency of immunes increases again when cell 
division takes place. 

According to our assumptions, the FI reaches its minimum 
value when Ac no longer has a lysogenizing (and immunizing) 
effect. The bacteria surviving if superinfected after this time 
are expected to be those that were lysogenized as a result of the 
original infection with phage A alone. This assumption was 
tested by determining the number of lysogenics among the sur- 
viving bacteria at various times after infection with phage A and 
comparing this with the FI determined by superinfection. The 
frequency of lysogenics in the culture infected with phage A was 
determined by plating the bacteria with anti-Ac-STM serum to 
prevent infection on the plate. The resulting colonies were 
tested for the presence of free phage, which indicates lysogenicity, 
by replica-plating to STM [44]. The frequency of lysogenics was 
always lower than the FI during the period of the Ac effect. 
When the FI had reached its mmimum value, the fraction of the 
bacteria lysogenized by phage A alone was comparable to the 
fraction recovered after superinfection. This is shown by the 
results of 18 separate experiments, involving various multipli- 
cities of infection. At the time that the FI was lowest, the average 
percent of lysogenics was 8.1 and of immunes 9.2. Thus, the 
frequency of bacteria lysogenized by phage A can be determined 
by superinfection provided that a period of 10-20 minutes inter- 
venes between the initial infection and exposure to phage Ac. 


Effect of multiplicity of phage A. 


Cultures of STM were infected with phage A at various multi- 
plicities, and at intervals were superinfected with a constant high 
muluiplicity of phage Ac. Figure 3 shows that at multiplicities 
of A up to 9, the Ae effect, as reflected by the FI, decreased 
during the first 5-25 minutes after infection. If resistance to 
superinfection is regarded as synonymous with lysogenization — 
an assumption for which evidence is presented below — the 
curves show that as the multiplicity of infection with A increase, 
the relative contribution of Ac to lysogenization decreases, as 
would be expected. For example, in cultures sinely infected 
with A, the surviving fraction after superinfection at 5 minutes is 
about 50 times that recovered after superinfection at 25 minutes. 
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In cultures infected with an average of 9 A/bacterium, early 
superinfection increases the surviving lysogenic fraction by a 
factor of only 4 relative to late superinfection. 

_ The increase in FI observed between the 2nd and 6th minute 
in figure 3 may be attributed in large part to additional adsorption 


& 
=D L | | 
5 10 15 20 25 
MINUTES AFTER INFECTION WITH PHAGE A 
Fic. 3. — STM was grown at pH 6,3 to about 1x108/cm%. 1,8 em? STM was 


added to 0,2 cm? phage A at the desired concentration. 0,1 cm? samples were 

removed from the mixture at intervals and diluted to 10 cm% broth at 182. 

From this tube, 0,1 cm was, immediately diluted to 0,9 cm3 phage Ac at a 

concentration of 1-2x109/cm*. After 5 minutes at 37°, the Ac tubes were 

placed at 18°, and aliquots were plated about 25 minutes after the start 
of the experiment. 


of phage A during this time. In experiments where adsorption 
was halted before the infected cells were tested for immunity, 
a plateau or only a slight rise in the FI curve was observed. 
However, a marked increase in the Ac effect occurs during the 
short period following infection if the cells are incubated at 25° 
or 18°, as shown below. 
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Effect of multiplicity of phage Ac. 


In all the experiments described thus far, the multiplicity of 
infection with Ac was high, to insure the infection and lysis of 
all cells not infected with phage A. It is possible to study the 
effect of low multiplicities of Ac in mixed infections with 
phage A, followed by superinfection at a later time when little 
or no Ac effect could be attributed to the superinfeciion. In an 
experiment similar to the one shown in figure 2, cultures infected 
with 2 A plus 2 Ac/STM were compared for the fraction of bac- 
teria surviving after superinfection. 2 Ac/bacterium did not give 
any detectable Ac effect. However, 4 Ac/STM, when added at 
the same time as phage A, increased the number of bacteria 
resistant to Ac when tested 20 minutes after the initial infection. 
Further study established that optimum lysogenization in mixed 
infections with 1-8 A/STM is obtained when 10-25 Ac/bacterium 
are added together with phage A. At multiplicities of 40 or more 
Ac, there was a decrease in the Ac effect. A decrease in viable 
count after superinfection with high multiplicities of Ac is also 
observed with lysogenic STM cultures and is probably attributable 
to lysis-from-without [42}. 


Other factors influencing lysogenization. 


Figure 2 shows that at 18° the decrease in Ac effect extends 
over a longer time but otherwise is comparable to that observed 
at 37°. In this experiment, the bacteria were diluted after infec- 
tion by a factor of 500 in order to compare the cultures for a 
time longer than the latent period. Such dilution of STM cultures 
prevented superinfection by phage A released by lysing bacteria. 
However, it also resulted in a significant lag in the division of 
both infected and non-infected cells and reduced the maximum 
response to superinfection by Ac. When there is limited dilution 
of STM after infection with phage A, a very marked initial rise 
in Ac effect is observed at 25° and 18°. In a representative expe- 
riment, a culture grown at 37° was infected with 1 A/bacterium. 
Aliquots were then diluted 1:50 and placed at 25° or 37°. Figure 4 
shows that after 10 minutes at 25°, the fraction of cells surviving 
alter superinfection had increased by a factor of 2.5 over that 
found at 5 minutes. However, the 25° curve eventually dropped 
near the 387° curve. Thus the effect of incubation at lower tempe- 
rature is to increase the maximum Ac effect at a given multiplicity 
of A. At 25°, this maximum is reached from 10 to 20 minutes 
alter infection with A; at 18-20° the maximum occurred between 
20 and 50 minutes after infecion. At both temperatures, the rise 
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in Ac effect occurred before division of the non-infected STM 
present in the same culture. The effect described above cannot 
be attributed to dilution of the culture per se since it does not 
occur if bacteria are kept at 37° after dilution. 

An increase in Ac effect after infection with A was observed 
at both 87° and 25° if the STM was grown at 25° before infection. 


i 


rhis is shown in figure 5. STM was grown at 25°, infected with 


20+ £ MULTIPLICITY IA/STM 
SAE 
| 25° 
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MINUTES aT 25°— 4 
Fic. 4. — 1,8 cm? STM at 1,7x108/cm3 was added to 0,2 cm? phage A 


at 2,5x109/cm3. After 30 seconds at 25°, two 0,1 cm’ samples were each 

diluted to 5 cm? of anti-Ac serum (Growth Tubes). One growth tube was 

aerated at 37° and the other at 25°. At intervals’ 0,1 cm% samples from the 

growth tubes were diluted to 0,4 cm3 phage Ac at 2x101°/cm3. After 
3 minutes at 25°, samples from the Ac tubes were diluted and plated. 


an average of 1 A/bacterium, and aliquots were then diluted and 
placed at 25° and 37°. At both temperatures the Ac ‘effect 
increased, and about 30 °%/, of the A-infected bacteria could be 
lysogenized if superinfected when the response to Ac was at its 
maximum. Lysogenization of up to 40 °%, of bacteria infected with 
an average multiplicity of 1 A has been observed in similar expe- 
riments ; this is higher (by a factor of about 4) than the maximum 
frequency of lysogenization when bacteria are kept at 387° before 
and after infection with A. 

The basis of the difference in Ac effect between 25° and 37° 
cultures was sought by comparing other characteristics of bacteria 
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srown at the two temperatures. Under the light microscope, 
living STM bacteria grown at 25° were not detectably different 
in size [rom 37° bacteria although the 25° grown cells appeared 
to be more motile. Inactivation by U. V. was compared in loga- 
rithmically growing cultures irradiated in buffer at 0°, and 
straight-line inactivation curves starting at the origin were obtained 
for both 25° and 37° cultures. The slopes of the lines were not 
markedly different. However, Bruce and Maaloe [43] have recently 
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Fic. 5. — STM was grown at 25° to a concentration of 2,8x 108/em3. 2,8 cm? STM 


was added to 0,2 cm3 phage A at 3x109/cm. After 30 seconds at 25°, 0,1 cm 
of the mixture was diluted to 5 cm broth. 2 cm aliquots were plated at 25° 
and 937° (Growth Tubes). 0,1 cm? samples were taken from the 25° and 37° 
growth tubes at intervals and diluted to 0,4 cm3 phage Ac at 2x101°/cm3. 
After 2 minutes at 25°, samples from the Ac tubes were diluted and _ plated 
with and without anti-Ac STM serum. The aliquot plated without serum contained 
approximately 4108 particles of Ac. There was no significant difference in the 
average number of colonies on plates with and without serum. Non-infected 
STM was diluted 0,1 : 5 and aerated at 25° and 37°. There was no cell 
division at either temperature during the time of the experiment. 


reported changes in resistance to U. V. killing in STM accom- 
panying changes in temperature. 

At 37°, the latent period for phage A was the same whether 
it was grown on bacteria from 25° or from 37° cultures. This 
experiment would seem to rule out the slowing of intracellular 
reactions leading to a lytic response as a factor favoring the Ac 
effect in 25°-grown cells. Nuclear counts by Lark and Maaloe [7] 
and Lark, Maaloe and Rostuck [44] revealed no difference between 
37° and 25° cultures of STM. The effect of pH has not been 
studied systematically, but the Ac effect was usually greater when 
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cells were grown and diluted at pH 6.3 than when broth at pH 7 
Was used. 


Lysogenicity of bacteria surviving superinfection. 


Lwoff, Kaplan and Ritz {2} have reported that all STM immune 
to phage Ac were lysogenic for phage A, although no data were 
presented. During the course of the experiments reported here, 
a total of 91 colonies from bacteria mixedly infected with A and 
Ac, or superinfected with Ac shortly after infection with A, were 
tested for the presence of bacteria lysogenic for phage A. This 
was done by replica plating the colonies arising from immune 
cells to plates coated with STM. Infection by phage A after 
plating of immunes was prevented by the addition of anti-Ac-STM 
serum to the agar. With 2 exceptions, the colonies from several 
different experiments all contained bacteria lysogenic for phage A. 
Many colonies contained some phage Ac, pit only three were 
found in which some cells seemed to be lysogenic for Ac as well 
as A. On repeated subculture with anti-Ac serum, phage Ac was 
eliminated from one strain and the remaining two strains were 
lost. If Ac can, indeed, become a prophage it appears to be very 
unstable, and it is doubtful whether its synergistic effect on lyso- 
genization can be attributed to the ability to form prophage in 
the presence of phage A. Recently, Levine [45] has reported that 
non-temperate mutants of phage A may be carried as prophage 
in the presence of other mutants of the same phage. 

In addition to the colonies described above, 88 single clones 
of cells derived from superinfected bacteria were studied. Clones 
of 5-200 cells derived from single bacteria infected with phage A 
and superinfected with Ac 5 to 10 minutes later were assayed 
for the percent of lysogenic cells. The methods used have been 
described previously [8]. 36 clones contained only lysogenic 
bacteria, and at least 50 °/, of the bacteria in the remaining clones 
were lysogenic. Many clones contained only one or two non- 
lysogenic bacteria. The lysogenic bacteria carried phage A, but 
many gave rise to colonies also containing phage Ac. Because 
of the essentially negative findings described above, further tests 
for Ac-lysogenicity were not carried out. 


Discussion. 


This study has shown that a phage which itself does not lyso- 
eenize its host can help a temperate related phage to establish 
lysogeny. In other words, the multiplicity effect in Salmonella 
typhimurium is not entirely dependent on the temperate character 
of the participating phages. 
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It should be pointed out that a multiplicity effect is not possible 
if bacterial response is determined by the first phage that enters. 
The fact that additional phages influence the response is evidence 
per se for a period of indecision. Lwoff et al |2] using a multi- 
plicity of 8-10 phage A/STM have shown that the « undecided » 
period extends over the first 8-10 minutes after infection at 37°. 
During this period the bacterial response can be changed by 
heating to 42° or adding 5-methyl tryptophane. They have called 
the period from 4-10 minutes the « critical period ». During this 
time more and more bacteria appear to make an irreversible 
decision for lysis or lysogeny. We have studied the period during 
which bacteria infected with phage A respond to superinfection 
with phage Ac. The increase in the proportion of bacteria making 
the decision for lysogeny during this period is attributed to a 
multiplicity effect of Ac, which we cal] the Ac effect. After infec- 
tion with low multiplicities of phage A, a critical period, during 
which the Ac effect gradually diminishes, extends from the 5th 
to about the 20 minute. At a mulliplicity of 9 A/STM, however, 
the critical period is comparable in time to that observed by 
Lwoff et al. Thus, it would be desirable to repeat Lwoff’s expe- 
riments with lower multiplicities of phage A to determine whether 
the critical period does, indeed, correspond to the period of the 
Ac effect. It should also be pointed out that in Lwoff’s experi- 
ments the latent period was considerably shorter than that observed 
in the present study. 


In addition to the period during which the Ac effect decreases, 
some experiments have revealed a period immediately after infec- 
tion with phage A when the Ac effect increases. This is much 
more marked when cells are incubated at 25° than at 37°. A cause 
of this phenomenon might be the time necessary for infection 
with A to establish immunity to phage Ac. However, Ac can be 
added simultaneously with A, or even several minutes earlier 
(Maaloe, personal communication) and still exert a near-optimum 
multiplicity effect. We are inclined to attribute the rise in Ac 
effect to a combination of the effects of growth at 25° and dilution 
of the culture on the physiology of the bacterium. It is of interest 
that the influence of low temperature was greater on the Ac effect 
than on the minimum FI, which measures the lysogenization due 
to A alone. 

The interaction of bacteriophage with the non-genetic resistance 
of individual bacteria in the establishment of lysogeny was sug- 
gested as early as 1926 by d’Hérelle [46] and the particular 
« state » of the bacterium is apparently a very important factor 
in lysogenization of STM at low multiplicities. At high multi- 
plicities, over 80 °/, of the bacteria can be lysogenized, so that 
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sufficient phage would seem to counteract all lytic propensities 
of the host. Maaloe and Lark [6, 7, 13} have studied single 
infection in STM caused to divide synchronously by means of 
dilution and temperature shifts. At various times in the division 
cycle, they infected the bacteria with an average multiplicity of 
about 0.1-0.4 phage A, followed after one minute by a high multi- 
plicity of Ac. The « FL » or FI, which under these conditions 
is a measure of the Ac effect, was greatest when the bacteria 
were dividing or just before division, and decreased by a factor 
of 2 when division was not taking place. Cytological studies 
showed that nuclear doubling was correlated with the increase 
in the Ac effect. However, the fact that only a small fraction 
of the infected cells was lysogenized (never over 10 °%/,), and that 
svnchronization was accompanied by treatment that has been 
shown to produce physiological changes in the bacteria {43} sug- 
gests that the number of nuclei per se plays a minor part in the 
« decision » for lysis or lysogenization. 

The data now available permit the construction and examination 
of models using present information about the multiplicity effect, 
Ac effect, and immunity. To explain the multiplicity effect, 
Lwoff et al [2] have stated the obvious alternatives : an increase 
in multiplicity either favors processes leading to lysogenization 
or inhibits processes leading to lysis. Lark and Maaloe [7] have 
proposed that the probability of lysogenization depends on the 
probability of a successful encounter between a temperate phage 
and a bacterial nucleus, so that nuclear doubling or a doubling 
in multiplicity of infection would double the probability of a 
successful encounter. An encounter, according to their hypothesis, 
leads to establishment of prophage, hence lysogeny. 

This model must now be modified since it has been shown that 
Maaloe and Lark were studying the multiplicity effect of phage Ac, 
which is not a temperate phage, rather than lysogenization by 
phage A alone. 


The following model is proposed : the entrance of a phage, 
either A or Ac, initiates the activation or production in the cell 
of a substance, PL (lysis precursor). When PL reaches a critical 
concentration, it initiates an irreversible change in the bacterium 
or phage leading to phage reproduction and cell lysis (lytic 
cycle), The rate of PL formation is proportional to the multipli- 
city of infection up to a multiplicity of about 38. It is also 
dependent on temperature, nutritional conditions, etc. 

Phages A and Ac both carry a substance that combines with PL, 
or a PL precursor, and can temporarily prevent the start of the 
lytic cycle. However, more PL will be produced unless its syn- 
thesis is blocked. Temperate phage is able to block PL synthesis 
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if it forms prophage before the concentration of PL becomes 
critical, The blocking may be a physical attachment at the sites 
of PL synthesis, but is more likely the production of an inhibitor. 
It has been shown that single infection with phage A, combined 
with Ac * low temperatures, will result in lysogeny and immunity 
in 20-30 °/, of the infected bacteria. It seems highly unlikely that 
such a lar ge proportion of bacteria would contain only one site, 
whether nuclear or cytoplasmic, essential for the production of 
a cellular substance. 

The model accounts for the fact that the critical period 1s 
shorter following high multiplicities of infection : the time during 
which the production of prophage A can be effective in inhibiting 
PL is reduced. It remains necessary to account for the fact that 
the probability of forming at least one prophage per cell is 
increased by increasing the multiplicity of phage A. Returning 
to the hypothesis of Lark and Maaloe, we propose that, other 
things being equal, the probability of lysogenization (forming 
prophage) depends on the probability of the encounter of a tempe- 
rate phage and a limited number of units in the cell. These units 
may be contained in the nuclei, although there is as yet no 
evidence for the linkage of phage to any gene of STM. However, 
the probability of forming prophage may also be directly dependent 
on temperature and other physiological conditions. 

Several predictions may be derived from the scheme presented 
above, and put to experimental test. If the rate of formation of 
PL is proportional to the multiplicity of infection, the latent 
period — the time between phage entrance and lysis — should 
be shorter after multiple infection than after single infection with 
phage A or Ae. In addition, one might expect to find, in clones 
from bacteria lysogenized with a single phage, non-lysogenic cells 
which still contain inhibitor, so that they would be temporarily 
immune. A comparison of the constituents of uninfected and 
lysogenic STM might reveal the nature of the postulated inhibitor. 


SUMMARY 


Phage A is a temperate phage which lysogenizes Salmonella 
typhunurium. The probability that a bacterium infected with 
phage A will become lysogenized is increased by increasing the 
multiplicity of phage A. A similar effect is produced by phage Ac, 
a non-temperate mutant of A, when Ac is added simultaneously 
or within 10-20 minutes after the addition of A. The effect of 
Ac on lysogenization by phage A can be increased by increasing 
the multiplicity of Ac and by growing the bacteria at 25° before 
or immediately after infection. A model system is proposed 
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which incorporates the Ac effect, the multiplicity effect, and the 
immunity of lysogenic bacteria to superinfection with phages 
related to the prophage. 


RESUME 
PARTICIPATION D’'UN PHAGE NON TEMPERE A LA LYSOGINISATION. 


Le phage A est un phage tempéré qui lysogénise Salmonella 
typhimurium, La probabilité pour qu’une bactérie infectée par le 
phage A soit lysogénisée augmente avec la multiplicité d’infec- 
tion par A. Le méme effet est obtenu par surinfection avec le 
phage Ac, un mutant non tempéré de A, lorsque Ac est ajouté 
en méme temps que A, ou dix a vingt minutes aprés lui. L’effet 
positif de Ac sur la lysogénisation par A augmente avec la multi- 
plicité de Ac. Il augmente aussi lorsqu’on cultive la bactérie a 25° 
avant ou aussil6t aprés l’infection. On propose un modeéle qui 
prend en considération l’effet de multiplicité, Veffet de Ac, et 
limmunité de la bactérie lysogéne a l’égard des phages apparentés 
au prophage. 
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ACTION DES HAUTES PRESSIONS SUR LES VIRUS 
VARIATION AVEC LA TEMPERATURE 
DE LA PRESSION D’INACTIVATION DE CERTAINS VIRUS 


par Jacques BASSET (*) 
(avec la collaboration technique de L. CHAUMONT). 


(C.N. R. S. et Institut Pasteur, Service des Virus 
(D" P.. Lépre}) 


L’inactivation des virus sous l’action des trés hautes pressions 
a été depuis longtemps mise en évidence par les travaux de 
M. Machebeeuf, S. Nicolau, P. Lépine et James Basset [4, 2]. 

Les valeurs des pressions d’inactivation déja déterminées dans 
certaines conditions sont comprises entre 3 000 kg/cm? pour le 
virus herpétique et 10000 kg/cm? pour le virus poliomyélitique 
souche Lansing {8}. 

La résistance d’une suspension virulente donnée 4 l’action d’un 
facteur d’inactivation dépendant d’une facon générale de tout ce 
qui peut définir l’état de cette suspension, nous avons recherché 
quelles pouvaient étre les variations avec la température des 
pressions d’inactivation (Pi) de quelques virus choisis pour les 
grands écarts de leur Pi, taille, masse particulaire et compo- 
sition. Nous rapportons ici les observations effectuées sur le virus 
poliomyélitique du type 2, souche Lansing, et celui de la neuro- 
vaccine humaine a Ja température de 37°C et au voisinage 
den0? C. 

Pour obtenir les hautes pressions hydrostatiques, nous avons 
utilisé suivant notre technique habituelle, un multiplicateur 
Sis i : colonnes [8, 4]. Le chauffage des chambres a oe 
riences a 37°C et la régulation de la température a +0,2° © 
étaient assurés par des enroulements chauffants extéricurs élec- 
triques et un thermométre régulateur 4 contacts. 

Lersque l’on désirait travailler 4 basse température, les 
chambres 4 expériences vissées dans le plateau supérieur du mul- 
tiplicateur de pression étaient refroidies par immersion dans un 
bain de glace fondante pulvérisée contenue dans un manchon 
thermostatique spécial. La partie supérieure du multiplicateur 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 7 mars 1957. 
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de pression étant aussi bien calorifugée que possible, du fait de 
V’apport de calories en provenance de la partie inférieure de 
l'appareil qu’il était pratiquement impossible de refroidir en 
entier élant donné sa masse supérieure 4 300 kg, la température 
intérieure de la chambre a expériences se stabilisait au voisinage 
de 2° C + 0,2° C pour une température ambiante de 20° C. 

La pression de solidification de l’eau pure est d’environ 
12 000 kg/em? a 87°C, elle n’est que de 6600 kg/em? a 2°C. 
Néanmoins, nous avons décidé de soumettre les échantillons de 
suspensions virulentes aqueuses comprimés a +2°-C a des pres- 
sions supérieures 4 6 600 kg/cm?, estimant qu'il était intéressant 
d’étudier les effets d’un changement d’état par pression sur la 
virulence et que la plasticité relative des glacons de 2 4 3 ml 
résultant de la solidification des suspensions permettrait une 
transmission quasi hydraulique de la pression, l’équilibre s’obte- 
nant en quelques minutes. 


I. — VARIATION AVEC LA TEMPERATURE DE LA PRESSION 
D INACTIVATION DU POUVOIR PATHOGENE 
D'UNE SUSPENSION DE VIRUS POLIOMYELITIQUE TYPE 2 soucHE LANSING. 


Lors de recherches antérieures [3], nous avions déja déterminé 
i la température de 87°C lVordre de grandeur de la pression 
d’inactivation de suspension de virus de la poliomyélite du type 2 
souche Lansing. 

Ces suspensions étaient obtenues a partir de cerveaux et de 
moelles de souris injectées par le VL (1), suivant un protocole que 
nous avons déja décrit [8] et que nous avons conservé dans la 
préparation des suspensions virulentes utilisées au cours du 
présent travail. 

Nous avons aussi conservé le mode de conditionnement en 
sacs de gomme des échantillons d’émulsion & soumettre a l’action 
de la pression. 


CONTROLE DE LA VIRULENCE. — Le contréle de la virulence de 
chacun des échantillons d’émulsion comprimé ou témoin était 
effectué sur un lot correspondant de 10 souris pris dans un 
groupe d’animaux de méme age et de poids unitaire de 16 a 18 g, 
chaque souris d’un lot donné recevait une injection d’épreuve 
intracérébrale de 0,02 ml. 


RESULTATS EXPERIMENTAUX. — Des observations relatives 4 deux 
séries d’expériences préliminaires, effectuées A + 2° C, concur- 
remment a celles dont les résultats ont été rapportés dans une 


(1) VL = virus Lansing. 
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précedente note [3], avaient donné pour la pression d’inactivation 
du VL une valeur de l’ordre de 7 000 kg/em?, alors qu’avec les 
mémes émulsions une pression au moins égale a 10000 kg/em? 
était nécessaire pour obtenir l’inactivation a 37° C. Comme le 
pouvoir pathogéne des échantillons d’émulsion ¢ et d soumis 
durant trente minutes a l’action des pressions de 7000 et 
7500 kg/em’ a +2°C s’était révélé nul le vingt-cinquiéme jour 
suivant l’inoculation d’épreuve, nous avons cherché a mettre en 
évidence l’acquisition par les souris des lots d’épreuve ¢ et d 
d’une immunité vis-a-vis de la poliomyélite. Dans ce but, le tren- 
lime jour aprés l’inoculation de virus pressé, les souris des 
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lots c et d ont été éprouvées par injection intracérébrale de 0,02 ml 
d’une émulsion de virus frais diluée a 1/250. Un lot témoin {2 
de 10 souris recevait en méme temps l’injection d’épreuve. 

Sur les courbes représentatives de la figure 1, on peut suivre 
l’évolution de la mortalité pour les trois lots : c, d et #2, en fonc- 
tion du temps; par rapport au témoin, on constate un retard 
dans l’évolution de la maladie pour les animaux des lots ¢ et d 
et une survie de 30 p. 100 a la fin de cette évolution au trente- 
sixiéme jour. Ces constatations, analogues a celles faites dans 
les essais de vaccination par injection de virus pressés sous 
10 000 kg/em? durant une heure 4 37° C {3}, montrent que le virus 
inactivé sous une pression beaucoup plus faible 4 +2° C devient 
aussi dans une certaine mesure vaccinant. 

Lorsque cela nous a été possible, nous avons procédé a deux 
nouvelles séries d’expériences : A et B, les mises en pression 
a 2° C et a 37° C étant effectuées pour chaque série 4 vingt-quatre . 
heures d’intervalle avec des échantillons de suspension virulente 
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provenant de la méme émulsion de base, done de méme concen- 
tration en virus. 

Pour la série d’expériences (A), nous avions préparé 16 échan- 
tillons d’une émulsion de base au 1/10, E,,8 échantillons étant 
réservés aux mises en pression a la température de + 37°C et 
8 aux mises en pression = + 2°C. Les pressions appliquées 
durant trente minutes avaient les valeurs suivantes en kilo- 
grammes par centimetre carré : 6 000, 6500, 7 000, 8 000, 9 000 
et 10 000. 

On a procédé aux contréles de la virulence des échantillons 
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sur des lots de 10 souris, comme il a été indiqué plus haut ; sur 
les courbes représentatives des figures 2 et 3, on peut observer 
l’évolution de la mortalité en fonction du temps pour chacun 
des lots d’épreuve et pour les lots témoins. 

La derniére série d’expériences (B) a été effectuée a quelques 
mois d’intervalle de la série (A), toujours suivant le méme pro- 
tocole, mais avec une nouvelle émulsion de base au 1/10 E,. Les 
pressions toujours appliquées durant trente minutes avaient en 
kilogrammes par centimetre carré les valeurs suivantes : 5 000, 
6 000, 6500, 7000, 7500, 8 000, 9000 et 10000. 

Les résultats expérimentaux, présentés comme pour la série (A), 
peuvent étre examinés sur les courbes représentatives correspon- 
dantes des figures 4 et 5. 

Si l’on considére les courbes de mortalité relatives aux séries (A) 
et (B), on voit que labaissement de la température provoque une 
nette diminution de la pression d’inactivation des suspensions. 
D’autre part, Ja maladie provoquée par injection de virus pressé 
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a 2° C parait étre, tout au moins dans certains cas, d’une évolu- 
lion plus lente que pour une mise en pression a 37° C. 

Complte tenu de nos conditions expérimentales, nous avons 
essayé d’apprécier de facon quantitative la variation avec la tem- 
pérature de Veffet d’inactivation de nos suspensions de virus 
Lansing par la pression en nous rapportant & une valeur parti- 
culiére de celle-ci, que nous avons choisie comme étant la valeur 
de la pression telle qu’étant appliquée a T° C durant. trente 
minutes a un échantillon d’émulsion virulente, elle ramene 
a 50 p. 100 la mortalité dans le lot de souris d’épreuve corres- 
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pondant, alors que cette mortalité est supérieure a 50 p- 100 chez 
les témoins. 

Nous avons déterminé cette pression 50 p. 100 ou P,, a T° C 
d'une maniére analogue du point de vue calcul, a celle employée 
pour l’évaluation des DL,, par la méthode des totaux cumulatifs, 
la méthode des totaux cumulatifs ayant, comme on le sait, sur 
la méthode directe l’avantage de faire entrer en ligne de compte 
un plus grand nombre d’animaux et d’éliminer au mieux les 
effets des variations de résistance individuelle. 

Nous avons donc admis : 

1° Que tous les animaux qui avaient péri infectés aprés avoir 
recu une injection d’épreuve provenant d’un échantillon d’émul- 
sion de VL soumis a l’action de la pression P, auraient péri si 
on leur avait injecté la méme quantité d’émulsion provenant 
d’un échantillon soumis a l’action d’une pression inférieure a P. 

2° Que tous les animaux ayant survécu a |’épreuve de contréle 
de la virulence de l’échantillon d’émulsion soumis a la pression P 
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auraient survécu lors de Vépreuve d’un échantillon de la méme 
émulsion soumis a4 l’action d’une pression supérieure a P. 


Ayant done calculé les pourcentages d’animaux morts et sur- 
vivants 4 la pression P, nous avons tracé les courbes figuratives 
des fonctions de Ja pression : pourcentage des morts et pourcen- 
lage des survivants ; le point d’intersection de ces courbes nous 
a donné une valeur de la pression que nous admettons étre la P,,. 


On trouve ainsi pour la série A (fig. 6): 


que la P,, a 37°C est peu différente de 7750 kg/cm? ; 
que la P,, a 2° C est peu différente de 6 400 kg/cm? 


MORTALITE % MORTALITE 7 
400 ET SURVIE% 400 ET Su 


5000 6000 7000 8000 9000 10000 5000 6000 7000 8000 9090 10000 1000 


Fic. 6. ines Ue 


tandis que le rapport P,, (2° C)/P;. (87° C) est voisin de 0,82. 

Pour la série B (fig. 7), on trouve : 

P,, a 37°C peu différente de 7 400 kg/cm? ; 

P;, a 2°C peu différente de 5900 kg/cm? 
et P;, (2° C)/P;, (87° C) peu différente de 0,80. 

Pour les séries A et B, on constate donc que si les valeurs 
absolues des P;, & 37°C et a 2° C présentent des écarts d’une 
série 4 Vautre, sans doute du fait de la différence de concen- 
tration en virus des émulsions E, et E,, la valeur du rapport 
P., (2° C)/P;, (87° C) =a demeure sensiblement constante et 
parait bien caractéristique de leffet de température. 

I] est 4 noter que le rapport @ est de l’ordre de grandeur du 
rapport des températures absolues qui est de 0,87. 

Enfin, sur les courbes de mortalité tracées d’aprés les tableaux 
cumulatifs, il n’apparait pas de discontinuité correspondant a la 
pression de solidification de Peau pure (6600 kg/cm? a 2° C). 
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II]. — VaRriIATIONS AVEC LA TEMPERATURE DES EFFETS DE LA PRESSION 
SUR UNE SUSPENSION DE VIRUS DE LA NEUROVACCINE. 


PREPARATION DE LA SUSPENSION VIRULENTE. — Nous avons pré- 
paré a partir des membranes chorio-allantoidiennes (m. c. a.) de 
32 embryons de poulet la suspension unique de virus de la neuro- 
vaccine dont nous avons soumis les échantillons A l’action des 
hautes pressions. 

Les m.c.a. avaient été infectées au douziéme jour d’incuba- 
tion suivant la technique de Burnet par dépét a leur surface de 
0,25 ml d’une suspension virulente préparée antérieurement. 

Au seiziéme jour d’incubation, les m.c.a. ont été prélevées 
aseptiquement et broyées avec l'appareil de Durel et Sausse. Puis 
le broyat a été dilué au 1/20 avec un mélange (M) comprenant 
90 parties d’eau distillée pour 10 de sérum de lapin décomplé- 
menté et contenant 100 UO de pénicilline par millilitre. Le tout 
ayant été centrifugé durant cinq minutes dans un champ de 
900 g, les 215 ml de surnageant ont été recueillis et distribués 
en ampoules de verre scellées de 5 ml, congelées rapidement et 
conservées a la glaciére a — 70° C. 

Le pH de la suspension de base était voisin de 7,2. 

Lors du prélévement des quantités d’émulsion nécessaires aux 
expériences, les ampoules étaient rapidement ramenées a la tem- 
pérature ambiante, leur contenu mélangé et réparti dans de 
petits sacs de gomme de 2 4 3 ml de capacité. 


EVALUATION DE LA VIRULENCE DES ECHANTILLONS D’EMULSION 
PRESSES OU TEMOINS. — La virulence de notre suspension de base 
comme des échantillons pressés et témoins a été appréciée en 
évaluant les doses infectieuses 50 p. 100 par rapport 4 l’embryon 
de poulet et par rapport au lapin. 

On préparait done, a partir d’un échantillon donné de suspen- 
sion, des dilutions croissantes obtenues par mélange avec la 
quantité convenable de milieu (M). Des expériences préliminaires 
nous ont fixés pour chaque série sur la valeur a donner aux 
dilutions. 

Le titrage sur poulet était effectué en observant au bout de 
quatre jours les effets sur les m. c. a., du dépot au douziéme jour 
d’incubation, de 0,25 ml de l’échantillon 4 titrer. Cinq sujets 
étaient utilisés par dilution. 

Pour le titrage sur lapin, chaque animal recevait une série 
(injections intradermiques (de 4 a 8) de 0,25 ml de chacune 
des dilutions provenant de l’échantillon d’émulsion a étudier et 
lon examinait au bout de quatre jours les effets produits. On 
devait se contenter de deux lapins dans chaque cas pour les 
contréles de virulence. 


76 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Aussi bien pour l’embryon de poulet que pour le lapin, la 
méthode des totaux cumulatifs de Reed et Muench a été employée 
pour la détermination, suivant le cas, par le procédé arithmé- 
tique, par le procédé graphique de P. Lépine, ou par l’emploi 
du papier log-probit, des valeurs de la DI,, (2). 

Les titrages renouvelés effectués sur l’émulsion de base ont 
donné dans les deux cas, Japin ou poulet, des valeurs de la DI,, 
de lordre de 10-7 a la pression atmosphérique. 

Différents contréles ont montré : 

a) Que la virulence de notre émulsion de base est demeurée 
sensiblement constante pendant la durée de nos expériences ; 

b) Que le contact de la gomme n’avait pas d’effet virulicide 
sur les suspensions ; 

c) Que le milieu (M) étant soumis seul 4 l’action des pressions 
auxquelles on opérait n’acquérait de ce fait ni caractére viru- 
licide, ni caractére pathogéne vis-a-vis du lapin ou du poulet. 


ACTIONS DES HAUTES PRESSIONS, CONDUITE DES EXPERIENCES. — 
Nous avons étudié : d’une part, les variations de la DI,, de nos 
échantillons d’émulsion de base lorsque ceux-ci étaient soumis 
4 Vaction de pressions croissantes, agissant pour une durée 
constante de trente minutes, respectivement &4 + 37°C et a + 2°C. 

D’autre part, les variations de la DI,, des échantillons, ceux-ci 
étant soumis a l’action d’une pression constante, mais a durées 
d’application de celle-ci croissantes, les températures ayant alter- 
nativement les valeurs de + 37°C et de + 2°C. 

On notera qu’une fois retirés de la presse, les sacs étaient 
conservés a + 4° C jusqu’au moment du prélévement de Ja sus- 
pension virulente pour les inoculations d’épreuve. L’expérience 
a montré que, pour un échantillon donné, les effets des inocula- 
tions ne présentaient pas entre eux de variations significatives, si 
celles-ci avaient lieu dans un intervalle de temps ne dépassant 
pas cing heures aprés la fin de la mise en pression. 


1° Action de pressions croissantes agissant & durée constante. 
— Nous savions déja, et nous avons vérifié sur embryons de 
poulet, que le virus de la neurovaccine était inactivé totalement 
au bout d’une heure par application de pressions supérieures 
i 4000 kg/cm? et dans les mémes conditions peu affecté par 
action de pressions inférieures 4 3 000 kg/em?. Nous avons done 
été amenés a conduire notre travail de la facon suivante : chaque 
série d’expériences comprenait un ensemble de mises en pression 
d’une durée de trente minutes. effectuées respectivement sous 


(2) La méthode pouvait s’appliquer au lapin en rassemblant les 


résultats de plusieurs séries d’expériences, 8 sujets se trouvant finale- 
ment groupés. 
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2750, 3 000, 3 250, 3 500, 3 750 et 4 000 (Oe: pour les tempé- 
ratures de + 37° c et + 2°C et aussi sous 2500 kg/cm? pour 
la température de 2° C. 

Des échantillons d’émulsion contenus dans des sacs de gomme 
et y demeurant trente minutes, soit A + 87°C, soit a + 2°C, 
servaient de témoins. 

Chaque série d’expériences a été renouvelée quatre ou cing fois, 
afin d’éliminer les effets des variations de résistance individuelle 
des sujets, lapins et embryons de poulet, a V’infection et de 
compenser dans les observations les écarts dus aux erreurs de 
mesure ou aux différences possibles dans les conditions expéri- 
mentales. 

Mentionnons en particulier les erreurs sur la pression de l’ordre 
de 2 p. 100, les variations de température de + 0,2°C, les 
erreurs dans la préparation des dilutions, les variations dans les 
conditions d’inoculation. 

Nous ne pouvons présenter ici l’ensemble des données numé- 
riques qui ont servi au calcul des DI,, par la méthode de Reed 
et Muench (R et M) en ses variations. 

Mais les DI,, étant de la forme DI,, = 1/108, nous nous conten- 
terons de donner en fonction de la pression les valeurs estimées 
les plus probables pour a. Afin de déterminer cette valeur, nous 
avons opéré de plusieurs facons : 

1° Pour Vensemble des expériences exécutées dans des condi- 
tions de pression, de durée et de températures identiques, on 
a rassemblé en un seul groupe tous les embryons de _ poulet, 
25 en général par dilution, qui ont été utilisés pour les mesures 
de a, lors de chaque mise en pression. On obtenait ainsi par la 
méthode de R et M une sorte de valeur moyenne de a, Gy. 

2° On a calculé la médiane a,,,,, des diverses valeurs de a: 
a,, @,, .-., obtenues pour chaque série d’expériences. 

3° Pour les témoins, les mesures étant assez nombreuses, on 
a aussi établi un polygone de fréquence, d’ailleurs d’allure symé- 
trique, donnant la valeur la plus probable de a ou ay. 

On a constaté que les valeurs dm, Anca, Up de a étaient trés voi- 
sines, la répartition des résultats élant & peu pres symétrique 
autour de celles-ci, ce qui montrait le caractére normal de la 
distribution. 

Finalement, c’est de a, que nous ferons toujours état par la 
suile ; dm, pour les valeurs supérieures & 2, pouvant étre consi- 
dérée comme définie 4 + 0,2 unité prés, ce qui nous suffit, étant 
donné les trés grandes variations de a observées. 

Sur le tableau I figurent les données relatives aux observations 
effectuées sur l’embryon de poulet et le lapin. 

Le symbole a =— _ veut dire que |’échantillon d’émulsion 
a été pratiquement stérilisé par la pression ou qu’il aurait fallu 
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2200 2600 3000 3400 3800 2400 2600 2800 3000 3200 3400 


Fic. 8. Fic. 9. 


poulet (fig. 8), on peut suivre les variations de a, soit a 37° C, 
soit a + 2° C, en fonction de la pression. 

On a remarqué qu’aux faibles concentrations, les lésions pro- 
voquées par Vinoculation de la neurovaccine au lapin étaient 
difficiles a distinguer de celles provoquées par la simple irrita- 
lion locale des tissus 4 la suite d’une injection du milieu (M), 
seul stérile et soumis ou non a l’action de la pression. De sorte 
que pour le lapin, les résultats pour des pressions supérieures 
ou égales 4 3250 kg/em? ne sont pas significatifs, alors que, 
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dans les mémes conditions, pour les m. c..a. de poulet, il y a ou 
il n’y a pas présence de pustules vaccinales. 


Dilution 
167° 


Tasieau II. 


P5On2oC 


De l’examen des données expérimentales, il résulte que l’abais- 
sement de température favorise linactivation du virus de la 
neurovaccine par la presion. [1 ne parait pas y avoir de relations 


ae hog dilution 


minutes 
ia ae | 


zo 30 = 40 


Fic. 10. 


simples entre les valeurs de la DI,, et de la pression ou de trans- 
formées de ces grandeurs comme leur logarithme. 

D’autre part, si lon procéde comme on l’a fait pour le virus 
de la poliomyélite (VL) au calcul des P,, aux dilutions ow la 
notion des P,;, a un sens (tableau II et fig. 9), on obtient des 
valeurs qui décroissent avec la dilution et la température, le rap- 
port des P,, a 2°C et a 37°C paraissant décroitre avec la dilu- 
tion. L’effet de température est tel qu’a Ja dilution de 10-, la 
diminution relative de la P,, est de ordre de 20 p. 100. 

2° Action d'une pression constante agissant a temps croissants. 
— Compte tenu des observations précédentes, nous avons choisi 
d’opérer sous une pression de 3250 kg/cm? pour l’étude de 
Ja variation de virulence des échantillons d’émulsion soumis pour 
des durées croissantes A l’action d’une pression constante. 


80 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


L’évaluation des DI,, a été effectuée par rapport a Yembryon 
de poulet sur au total 10 ou 15 embryons de poulet, par dilution 
et par durée suivant les méthodes déja décrites. Les valeurs de 
la DI,,, en fonction du temps d’application de la pression, 
peuvent étre lues sur les courbes représentatives de la figure 10. 

La vitesse de décroissance de la DI,,, done celle de dénatu- 
ration du virus, est plus grande a 2° C qu’a 37° C ; ainsi la DI,, 
passe de 10—* 4 10-® en douze minutes a 37° C au lieu de sept 
minutes a 2° C. 

On nolera que la montée a la pression de 3250 kg/cm? et la 
décompression se faisaient environ en deux minutes ; une cer- 
taine inactivation se produisait done pendant la durée de l’opé- 
ration compression-détente, mais elle était faible et ne provoquait 
qu'une Iégére translation des courbes figuratives parallélement 
a laxe des a. 

CONCLUSION. 


Lorsque la pression agit sur des suspensions de virus de la 
neurovacine et de la poliomyélite type 2, Vinactivation des sus- 
pensions virulentes est d’autant plus rapide et plus intense que 
la température est plus basse et, pour la neurovaccine, la concen- 
tration en virus plus faible. Un abaissement de la température 
de 385°C provoque une diminution des pressions d’inactivation 
de ordre ou supérieure a 20 p. 100. 


SUMMARY. 


THE ACTION OF HIGH PRESSURES ON VIRUSES. 
INFLUENCE OF TEMPERATURE ON THE INACTIVATING PRESSURE 
FOR CERTAIN VIRUSES. 


Study of high pressures on neurovaccine and poliomyelitis virus 
type 2. 

The lower the temperature (and, for neurovaccine, the lower 
the concentration), the stronger the inactivation of virulent suspen- 


sions. A lowering of 35°C decreases the inactivation pressure 
of 20 °/, or more. 
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CULTURE DU VIRUS DE LA FIEVRE APHTEUSE 
(TYPE O) EN CULTURES DE TISSUS 


DE REINS DE PORC 
1. — ETUDE DE L’INFECTIVITE 


par P. GUILLOT (*) 


Unstilut Pasteur, Service des Virus 


{D? P. Lépine}) 


Divers auteurs ont déja réalisé la culture du virus aphteux en 
cultures de tissus in vilro, En particulier, et pour ne signaler 
que les travaux récents, Frenkel [4] sur épithélium de langues de 
beeuf en milieu complexe, Sellers [2] sur cultures de tissus de 
reins de pore en milieu synthétique et Bachrach et coll. [3] sur 
cultures de reins de beeuf et reins de pore réussissent a entre- 
tenir, par passages successifs in vitro, le virus qui continue a 
provoquer la maladie chez Vanimal, bceufs, souris, cobayes, 
lorsque la culture est inoculée a des dilutions élevées. 

Dans cette étude, le virus de la fiévre aphteuse type O, adapté 
d’abord au cobaye par plus de 50 passages, a été entretenu par 
passages successifs sur cultures de tissu épithélial de reins de 
porc. Nous avons essayé, par des mesures d’infectivité faites 
a chaque passage soit sur le cobaye soit sur cultures de tissus, 
de déterminer l’influence de divers facteurs sur le titre infectieux. 


MATERIEL. 


I. Virus. — Le virus, du type O, nous a été aimablement fourni 
par le professeur Verge, de |’Ecole Vétérinaire d’Alfort, que nous 
remercions. Ce virus a d’abord été entretenu par inoculation 
intradermique a la paroi plantaire des pattes postérieures de 
cobayes. Aprés sacrifice de l’animal, au bout de quarante-huit 
heures, la peau des pattes est prélevée pour un nouveau passage. 
C’est le prélévement du cinquante-sixiéme passage, conservé deux 
mois 4 +4°C en glycérine phosphatée en ampoule scellée, qui 
a servi a inoculation aux cultures de tissus. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 7 mars 1957. 


Annales de VInstitut Pasteur, 93, n° 1, 1957. 6 
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II. CULTURES DE TISSU EPITHELIAL DE REINS DE PORCELET. — On 
préléve les reins de porcelet de quinze jours environ pour les 
soumetire 4 une trypsination selon la méthode préconisée par 
Youngner [4], modification de celle de Dulbecco [5]. La totalité 
des reins, 4 l’exception des calices, découpée en petits morceaux, 
est soumise a une digestion de trypsine a 0,25 p. 100 dans la 
solution tamponnée dite P. B.S. 

Aprés centrifugation et lavage des amas cellulaires avec du 
P. B. S., on fait une suspension cellulaire dans un mileu nutritif 
préconisé par Bourdin {6] 4 une concentration de l’ordre de 
600 000 a 1 000 000 de cellules au centimétre cube, mesurée d’aprés 
la méthode de Sanford et coll. {7}. 

Le milieu nutritif est une solution tamponnée de Earle {8} 
additionnée de 0,5 p. 100 d’hydrolysat de lactalbumine. Cette 
solution est acidifiée par barbotage de CO, jusqu’a un pH = 6,5. 
A ce pH, le rouge de phénol reste rouge orangé, la couleur jaune 
n’apparait que vers pH = 6. Cette acidification est rendue néces- 
saire par la décomposition du bicarbonate et le dégagement de 
CO, qui se produit dans les récipients ot les cellules se dévelop- 
pent et qui augmente le pH d’une quantité fonction du volume 
de suspension cellulaire introduit. 

A ce milieu de base, on ajoute de 2 a 5 p. 100 de sérum de 
porc, indispensable pour le développement des cellules a partir 
de la suspension cellulaire, mais dont on peut se passer ensuite 
pour l’entretien des cellules. A la concentration de 10 p. 100, 
le sérum peut étre toxique. 

On peut encore ajouter la solution de vitamines B utilisée par 
Lépine, Slizewicz, Daniel et Paccaud [9] dans leur milieu semi- 
synthétique, ou bien l’extrait de levure en poudre a la concen- 
tration de 1 g/l, en vue d’assurer un changement moins fréquent 
du milieu nutritif. 

On ajoute enfin des antibiotiques: pénicilline, 100 U.O.:; 
streptomycine, 0,05 mg/cm’. 


MrTHODES. 


‘Les cellules en suspension dans Je milieu nutritif additionné 
de 2 4 5 p. 100 de sérum de pore sont distribuées en récipients 
en verre pyrex, tubes ou flacons, que l’on ferme hermétiquement 
et qui sont mis a4 l’étuve dans des caissettes de bois en position 
presque horizontale. Les cellules épithéliales se fixent et se déve- 
loppent d’autant plus vite que le pH du milieu est moins alcalin. 
Dans les flacons de Kolle, de 320 cm® de capacité, ot l’on met 
20 cm* de suspension cellulaire, le développement est le plus 
rapide, et le tapis cellulaire adhérent a la paroi inférieure est 
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complet au bout de trois & quatre jours, le pH du milieu s’établis- 
sant 4 6,9-7,0. Dans les tubes, on introduit un volume de suspen- 
sion cellulaire de l’ordre de 1/20 a 1/30 de leur propre volume. 
Plus ce rapport est petit, plus le pH du milieu est élevé et le 
développement cellulaire est moins rapide. Dans ces tubes de 
25 cm*, nous mettons 1 cm® de suspension cellulaire ; la croissance 
est plus lente qu’en flacons et le tapis cellulaire est complet au 
bout de cinq jours en moyenne. ‘Le pH s’établit aux environs de 
7,2-7,4. Si lon n’y met que 0,5 cm* et que la suspension cellu- 
laire ne soit pas assez acide, le pH peut étre supérieur a 7,6, 
auquel cas il n’y a aucun développement cellulaire. Nous utilisons 
également des tubes de 10 cm* remplis de 0,5 cm* de suspension 
cellulaire : le développement y est presque aussi rapide qu’en 
flacons, le pH étant 7,0-7,2. 

Aprés développement des cellules, le milieu nutritif doit étre 
renouvelé tous les cing a sept jours; si lon y ajoute des vita- 
mines B, on peut cependant garder huit a dix jours les cellules 
dans leur milieu avant que se produise leur dégénérescence 
spontanée. 

On peut ne distribuer en tubes ou flacons qu’une partie de la 
suspension cellulaire et distribuer le reste, aprés conservation 
iu +4° C, quelques jours plus tard. Mais déja aprés vingt-quatre 
heures de conservation, le développement cellulaire est plus lent, 
et il demande de dix a quinze jours pour la formation d’un tapis 
complet. 

En utilisant une technique dérivée de celle de Melnick et 
coll. [10], nous retirons, par centrifugation, les cellules du milieu 
dans lequel elles sont restées a la glaciére, et nous les remettons 
en suspension 4 la méme concentration dans du milieu neuf, avant 
de les redistribuer en tubes. Le développement est alors presque 
normal, en cing A sept jours, méme aprés six jours de conser- 
vation 4 +4° C. Il est toutefois indispensable d’ajouter, au seul 
milieu de conservation A +4° C, une solution d’extrait de levure 
en poudre a une concentration finale de 1 g de poudre par litre. 
La solution de vitamines B n’est pas suffisante ; de méme, il n’est 
pas nécessaire de rajouter l’extrait de levure au milieu neuf. 


1° PassaGEs DU VIRUS EN CULTURES DE Tissus. — Les passages 
s’effectuent par inoculation des cellules en flacons de Kolle, de 
quatre a sept jours aprés la mise en culture. Le milieu est retiré, 
nous inoculons 2 cm® de suspension virulente diluée, laissés en 
contact une demi-heure a 37° C avec les cellules, puis nous rajou- 
tons 18 cm* de milieu neuf. 

Au bout de douze a quinze heures, on commence généralement 
A apercevoir, au microscope, des trous, en nombre discret, dans 
le tapis cellulaire, bordés de cellules arrondies, en grappes, qui 
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s’agrandissent et se multiplient. Aprés vingt-quatre a quarante- 
huit heures, tout le tapis cellulaire est détruit et il ne reste que 
des débris sur le verre. Le milieu est prélevé, centrifugé a 
2000 t/mn pendant dix minutes et le surnageant est conserve 
en ampoules scellées, soit 4 +4° C, soit congelé a —— 30° C jus- 
qu’au titrage, el au passage suivant. 

Le premier passage a été effectué a partir du broyat des peaux 
de pattes de cobayes du cinquante-sixieme passage. Le milieu, 
aprés destruction totale des cellules, fut filtré sur bougie Cham- 


TasLeau I. 


Dilution 


Dilution du aston 
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ler passage 407197 
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=5 54 : 
10 10 5 aD 5 
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13) 


berland L2 avant le passage suivant. De méme le milieu du 
quatrieme passage fut filtré sur bougie L3 avant passage. La 
stérililé de chaque passage est controdlée sur les milieux de 
cultures usuels. 

Le tableau I montre qu’au treiziéme passage, la dilution totale 
depuis le premier passage est de 10—*%° ; ce passage provoque 
la destruction de 5 tubes sur 5 a la dilution 10—° et la maladie 
chez 2 cobayes sur 3 a la dilution 10-?. 


2° TITRAGE DU VIRUS. Le titrage s’effectue sur tubes, et cer- 
tains passages sont contrdlés sur cobayes. Aprés élimination du 
milieu dans les tubes puis inoculation du virus et addition de 
milieu neuf, la destruction des cellules épithéliales commence au 
bout de douze A soixante-douze heures et est totale au bout de 
quatre a cing jours. Il reste parfois des cellules fibroblastiques 
qui, lorsqu’elles sont assez nombreuses, se multiplent au point 
de reformer un tapis cellulaire au bout d’une dizaine de jours. 
On détermine le pourcentage de tubes détruits pour chaque dilu- 
tion de virus. La courbe de la déviation normale équivalente a ce 
pourcentage, ou encore des probits, en fonction du logarithme des 
dilutions, est une droite dont la pente est V’inverse de l’écart 
type s de la distribution normale des logarithmes des doses indi- 
viduelles effectives (voir Gaddum [414)). 

Cette relation linéaire permet d’interpoler, graphiquement ou 
par le calcul suivant la méthode de Behrens ou celle de Karber, 
Ja valeur de la dose infectieuse pour 50 p. 100 des tubes inoculés 
(D. I. C. 50) et de déterminer son écart type [14]. Le titre infec- 
tieux s’exprime généralement par le logarithme décimal de 

] 
Dut. 0750. 

Il est intéressant de constater que, pour la totalité des titrages 
effectués dans des conditions trés différentes, la pente de cette 
droite reste sensiblement constante : donc s est égal a 0,6 + 0,1, 
ce qui permet de calculer suivant la formule de Gaddum, ou celle 
de Pizzi [42] qui lui est équivalente, V’écart type du logarithme 


de la D. I. C. 50 
\/ 0,6 hs 
3 ——Es 
n 


ou n = nombre de tubes, 
h = logarithme du rapport entre dilutions. 
Les titrages comportent généralement une série de 6 4 10 dilu- 
ge! 1 
ee eRe 
chacune d’elles servant & inoculer 5 a 10 tubes, soit au total de 
40 a 80 tubes pour chaque titrage. 


tions en progression géométrique de rapport 
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Suivant les conditions expérimentales, o varie donc de 0,3 a 0,1. 
La différence des logarithmes des D. I. 0.50 de deux titrages 
a une variance 2 6? ou un écart type de 0,45 4 0,15. Il faut done 


e 
Titrages du alZ passage péviation {ire 
ormate m5 
Pourcenta abe dquivatente 
morvcacute 
; +1,016,0 
ay. 0,4 
a 15/4 | Milieu +3% serum ee pea te 
80 +t B joloibs x i 
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° 
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Tubes de 47 gours 
4G415,6 
60 oe 
ele ELS a Stree +0215,2 
Tubes de 4 jours 
50 0,015,0 
© 20/12 ] Mitieu+ Vit B [ace -o214y3 
ho +37 Serum 3 we 
@ 20/12 [Tubes de 6 Jour’ [o,Sec = 0,4 14,6 


30 
kh 


20 4,2 


4,0 


Logarithme de| ta 
-s co 


40 centratio 


que deux titres infectieux different d’au moins 0,3 en moyenne, 
ou mieux encore du double, soit 0,6, pour que l’on puisse conclure 
a des titres réellement différents. 

Dans ces divers titrages, nous nous sommes efforcé de faire 
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varier, une a une, diverses conditions expérimentales pour déter- 
miner lesquelles ‘doivent étre fixées précisément pour que les 


titres infectieux restent identiques dans les limites d’erreurs 
prévues. 


RESULTATS. 


1° Effet de Vl'dge des cultures. — Les cultures ont pu étre entre- 
tenues plus de trois mois par un renouvellement périodique du 
milieu. Pour les titrages, des cultures de plus de 20 jours n’ont 
jamais été utilisées ; mais l'utilisation simultanée, dans des condi- 
lions identiques de milieu et d’inoculation, de tubes de trois jours 
dans lesquels le tapis cellulaire n’est pas encore complet, de six 
jours, de dix-sept jours et de vingt jours, ne permet de déceler 
aucune différence ni dans le titre infectieux, ni dans Je pourcen- 
tage de tubes détruits, ni dans le délai d’apparition des lésions 
cellulaires (voir fig. 1). 

Il faut signaler que, lors des passages en flacons d’Age et 
d’origine identiques, on obtient, apres destruction totale des cel- 
lules, un milieu de titre infectieux d’autant plus élevé que lon 
a inoculé moins de virus. I] semblerait donc que le taux de multi- 
plication total du virus soit fonction croissante du rapport du 
nombre des cellules inoculées a la quanuité de virus introduit, 
alors que la sensibilité d’une culture au virus est indépendante 
du nombre des cellules qui s’y trouvent. 


2° Effet des conditions d inoculation. — La premiére est le 
volume de la dilution virulente introduit dans chaque tube. Il est 
généralement de 0,1 cm*. Mais la précision de la mesure de ce 
volume est faible ; aussi avons-nous essayé simultanément, dans 
des tubes identiques, d’introduire 0,1 ou 0,2 ou 0,5 cm*® de chaque 
dilution de virus en complétant toujours le contenu du tube a lem? 
par le méme milieu. Doubler le volume de l’inoculat ne produit 
aucune différence ni dans le pourcentage des tubes détruits, mi 
dans la date d’apparition des lésions (voir fig. 1). En quintuplant 
ce méme volume, on augmente le titre infectieux de 0,6 unité 
logarithmique, ce qui correspond a un facteur 4. 

La deuxiéme condition est le temps pendant lequel on laisse 
le virus en contact avec les cellules 4 37° C avant de rajouter 
le complément du milieu neuf. Le temps a varié de zéro a trente 
et quarante-cing minutes. De nombreuses expériences n’ont montré 
aucune sensibilité au virus plus grande dans l’un ou [autre cas 
(voir fig. 1). 

Par souci de simplification des manipulations et de diminution 
des risques de contamination, nous avons supprimé ce temps de 
contact a l’étuve et le complément de milieu neuf est ajouté 
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immeédiatement avant ou aprés l’inoculation de 0,1 cm’ de chaque 
dilution du virus. 


3° Effet du milieu. — a) Effet du sérum : De nombreux auteurs 
ont signalé l’effet inhibiteur du sérum sur la multiplication en 
cultures de tissus du virus poliomyélitique. 

Diverses expériences, dans des conditions variées, mais ne 
portant que sur deux lots différents de sérum de pore, ont montré 
un effet multiplicateur du sérum sur V’infectivité du virus aphteux 
en culture de tissus. 

L’effet est sensible, aussi bien en tubes qu’en flacons. L’addi- 
tion de sérum, jusqu’a une concentration de 5 p. 100, au milieu 
augmente, soit le titre infectieux d’un méme passage en flacons, 
soit le titre infectieux, mesuré sur tubes, d’une méme suspension 
virulente. Cette augmentation est de ordre de 1 a4 1,5 unité loga- 
rithmique sans qu’on puisse déterminer si elle est fonction de Ja 
concentration en sérum. Nous avons constaté qu’elle est plus 
importante si, lors d’un changement de milieu, antérieur de quel- 
ques jours a l’inoculation du virus, on a privé de sérum la 
moitié du lot de tubes, que lorsque cette privation de sérum n’est 
que consécutive a Vinoculation du virus. 

Le sérum semble donc ne pas exercer d’effet inhibiteur, mais 
au contraire sensibiliser les cellules et favoriser la multiplication 
du virus. 

b) Effet des vitamines B: Un effet n’est décelable que si l’on 
cultive deux lots de cultures identiques, l’un avec du milieu 
normal, l'autre avec le méme milieu enrichi de vitamines B depuis 
la mise en tubes ou flacons. L’augmentation du titre est généra- 
lement inférieure 4 1 unité logarithmique, lors de l'utilisation de 
cultures en milieu enrichi en vitamines B. L’addition de vita- 
mines B au milieu introduit aprés Vinocultion n’a pas d’effet 
(voir fig. 1). 

c) Effet de la glutamine : Eagle et Habel [13] ont trouvé que 
la glutamine était indispensable a la multiplication du virus polio- 
myélitique en cultures sur cellules HeLa, tandis que Pearson et 
coll, [14] trouvaient un effet inhibiteur de la glutamine sur le virus 
de Theiler en cultures sur cerveaux de souriceaux. 

En cultures de tissus de reins de pore, l’addition de glutamine 
a la concentration de 100 ou 150 mg/l n’exerce aucun effet sur 
le titre infectieux du virus aphteux. 


Un autre facteur semble jouer un réle important et fait l'objet 
de travaux en cours. I] s’agit du pH du milieu, mais la décompo- 
sition du bicarbonate qui se produit dans le milieu géne pour 
fixer le pH & une valeur donnée. Cependant des essais de culture 
de reins de pore dans un milieu composé de 0,5 p. 100 dhydro- 
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lysat de lactalbumine dans une solution saline de Hanks et 
Wallace [45], dont le pH, plus faible, est aux environs de 6,8, 
semblent indiquer que le titre infectieux diminue avec le pH, fait 
signalé par Gifford et coll. [46] pour le virus poliomyélitique 
cultivé sur cellules HeLa. 


CONCLUSIONS. 


Le litre infectieux du virus aphteux en cultures de tissus de 
reins de pore dépend de divers facteurs physiques et chimiques. 
L’action de quelques-uns d’entre eux a été étudiée. Ceux qui ont 
été reconnus sans influence sont : 

1° L’age des cultures, donc le nombre des cellules, alors que 
le taux de multiplication du virus dépend du rapport da nombre 
de cellules a la quantité de virus introduit. 

2° Le volume de Vinoculat dans des limites assez grandes. 

Par contre, 

1° La présence de sérum de pore augmente nettement le titre 
infectieux. 

2° La présence de vitamines B parait nettement favorable. 


3° La diminution du pH semble diminuer le titre infectieux. 


SUMMARY 


DEVELOPMENT OF FOOT-AND-MOUTH DISEASE VIRUS (TYPE O) 
IN SWINE KIDNEY TISSUE CULTURES. 


The infectious titer of foot-and-mouth disease virus in swine 
kidney tissue cultures depends on different physical and chemical 
factors. The action of some of these factors has been studied. 
Those which do not possess any marked influence are : 

1° The age of the culture, that is to say the number of cells ; 
the propagation titer depends on the ratio number of cells/size 
of inoculum. 

2° The size of the inoculum, within rather large limits. 

On the other hand : 

1° The presence of swine serum increases the infectious liter. 

2° The presence of vitamins B seems to have the same effect. 

3° The lowering of the pH appears to decrease the infectious 
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ETUDES SUR LA TOXINE R2 DU BACILLE TYPHIQUE 


VI. — ACTION TOXIQUE EXPERIMENTALE. 
C. — EFFETS SUR LA FORMULE LEUCOCYTAIRE. 


par M. DIGEON (*), M. RAYNAUD (**) 
{avec la collaboration technique de M™> Jeanne RIZA]. 


(Institut Pasteur, Annexe de Garches) 


On sait depuis longtemps que les pyrogénes bactériens pro- 
voquent chez l’animal et chez Vhomme une leucocytose marquée 
quelques heures aprés l’injection. Anderson et Todd [4] notent en 
outre qu’on observe une diminution du nombre de lobes des poly- 
nucléaires neutrophiles, se manifestant trois 4 quatre heures apres 
Vinjection de pyrogéne. 

D’autre part, les endoloxines font apparaitre, chez les animaux 
intoxiqués, une forte leucopénie persistant pendant plusieurs 
heures, 4 laquelle succéde, avec les faibles doses, une leucocytose. 
Ces symptomes avaient déja été constatés en 1917 par Zinsser et 
Tsen {2] aprés injection de fortes doses de bacilles typhiques. 
Ils ont été par la suite observés par de nombreux auteurs, injec- 
tant a l’animal soit des extrailts toxiques préparés a partir des 
germes ou des filtrats de culture (Dennis et Senekjian [8, 4, 5], 
Robertson et Yu [6], van Dorn Smith [7], Mutermilch [8]), soit 
de l’antigéne O (H. R. Morgan [9, 10], Delaunay [44], Boquet et 
Izard [42)). 

Plusieurs auteurs [6, 7, 8, 9, 10, 44] ont mentionné que la 
diminution des leucocytes porte principalement sur les polynu- 
eléaires neutrophiles, qui disparaissent en grande partie du sang 
circulant. 

Nous avons recherché si les préparations toxiques R2 (1), 
extraites de S. typhi en forme « rough », exercent sur les leuco- 
cytes une action semblable a celle de Vantigéne O et des prépa- 
rations toxiques, extraites de formes « smooth », précédemment 


expérimentées. 


(*) Chargée de Recherches 4 ]’Institut National d’Hygiéne. 

(**) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 6 décembre 1956. 

(1) Pour la bibliographie générale concernant cette toxine, Voir 
Premiere Partie : « Caractéres généraux de l’intoxication », Ann. Inst. 


Pasteur, 1957, 92, 642. 
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Nous avons étudié parallélement, pour les comparer, |’action 
de la toxine R2 et celle de l’antigéne O, préparé selon Boivin, 
sur la formule leucocytaire des animaux. Cette étude a été faite 
sur lapins (80 animaux pesant 2 4 3 kg), sur cobayes (30 animaux 
pesant 350 a 450 g) et sur rats (220 animaux pesant 80 a 110 g). 


Move opERATOIRE. — Les préparations toxiques ont été injectées 
par voie yeineuse chez le lapin et chez le rat, par voie intracar- 
diaque chez les cobayes. Chez le lapin, nous avons essayé une 
Jarge échelle de doses : 0,005 a 4000 wg/kg d’animal. 

Les prélévements de sang ont été faits par ponctions cardiaques 
successives sur héparine, avant inoculation, puis a intervalles fixes 
aprés V injection toxique. 

Chez les rats, nous avons fait les numérations de globules en 
effectuant deux prélévements successifs, par ponction cardiaque, 
avant et une heure trente aprés inoculation. Pour les formules 
leucocytaires, nous avons constaté que les ponctions cardiaques 
successives suffisaient parfois a4 faire varier la formule. Nous 
avons alors procédé par lots de rats, chaque animal étant ponc- 
tionné une seule fois, au bout d’un délai fixe aprés [injection 
de toxine. La formule de l’animal neuf avant inoculation a été 
déterminée sur un lot de 25 rats. 


R&ésutrats. — A. Numérations leucocylaires : Avec les doses trés 
faibles de toxine R2, on observe chez les lapins une diminution 
brusque, mais assez passagére, du nombre de leucocytes, suivie 
d’une remontée rapide et d’une hyperleucocytose. La leucopénie 
est déja tres marquée dix 4 quinze minutes aprés injection de 
la toxine. A mesure que la dose de toxine est augmentée, a partir 
de 10 microgrammes, et avec les doses toxiques, la leucopénie 
devient plus importante et surtout sa durée est plus prolongée. 
Avec les doses mortelles, elle persiste généralement jusqu’a la 
mort de l’animal (Voir courbes fig. 1). 

La toxine R2 et Pantigeéne O Boivin (Voir courbes fig. 2) ont 
des effets absolument comparables. 

Les numérations effectuées chez les rats révélent également une 
leucopénie marquée chez les animaux intoxiqués. Chez les 


cobayes, la diminution des leucocytes est moins nette et moins 
significative. 


B. Formules leucocytaires : La diminution des leucocytes porte 
principalement sur les polynucléaires, de sorte qu’on observe une 
variation de la formule leucocytaire se manifestant par une lym- 
phocytose relative trés accusée, liée a une diminution considé- 
rable, parfois 4 la disparition presque complete des polynucléaires 
du sang circulant. Lorsque le nombre des leucocytes remonte, 
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Fic 2. — Variations du nombre des leucocytes chez les lapins inoculés avec 

Vantigene O Boivin. Moyennes de deux aA quatre animaux par dose (doses 
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des leucocytes par millimétre Cubes; Xo er Kee Nombre de leucocytes 

polynucléés par milliméire cube: ..0... 0.... Nombre de leucocytes 
mononucléés par millimétre cube, 
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celul des polynucléaires remonte plus vite, si bien que la formule 
leucocytaire montre au bout d’un certain temps une polynucléose 
relative importante, apparaissant d’autant plus vite que la dose 
est plus faible (Voir courbes fig. 1 et 2). 
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Fic. 3. — Toxine R2. Variations de la formule leucocytaire selon l’espéce 

animale (doses exprimées en pg par kilogramme d’animal). — @ @e— 

Pourcentage des leucocytes polynucléés ; ...0....0.... Pourcentage des leucocytes 
mononucléés. 


Chez les lapins, une lymphocytose relative trés marquée 
(90 p. 100 de lymphocytes) est perceptible dix minutes aprés 
inoculation avec une dose aussi faible que 1/10 de microgramme 
par kilogramme d’animal. Elle fait place, pour ces faibles doses, 
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a la polynucléose (80 a 90 p. 100 de polynucléaires) cing heures 
aprés l’injection de ioxine. La lymphocytose relative est d’autant 
plus forte que la dose de toxine est plus élevée (95 a 99,5 p. a 
de lymphocytes avec les doses mortelles) et le délai durant leque 
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lespéce animale (doses exprimées en vg par kilogramme d’animal). 
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reir Oieise si Orv e oO Poureentages des leucocytes mononucléés. 


on l’observe augmente avec la quantité de toxine injectée ; avec 
les doses mortelles, a partir de 20 ug/kg, elle persiste jusqu’a la 
mort de l’animal (Voir fig. 3). 

Les effets de lantigene O Boivin sur la formule leucocytaire 
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du lapin sont absolument semblables a ceux observés avec la 
toxine R2 (Voir fig. 4). 

Chez les cobayes intoxiqués par une forte dose de toxine R2 
ou d’antigéne O Boivin, on observe le méme phénomeéne, mais 
a V’inverse des lapins, le nombre des polynucléaires remonte rapi- 
dement et la lymphocytose relative disparait méme chez des 
animaux qui meurent moins de vingt heures aprés V’injection de 
la toxine (Voir courbes fig. 3 et 4). 

Chez les rats, la remontée du nombre de polynucléaires est 
encore plus rapide, si bien que trois heures aprés injection, on 
observe une polynucléose relative chez la plupart des animaux, 
méme chez ceux qui ont recu des doses trés fortes et meurent 
dans les six heures. Pour observer la lymphocytose relative, il 
faut faire le prélévement dans les quinze a trente minutes suivant 
Vinjection de toxine, et encore ne se trouve-t-elle pas chez la 
totalité des animaux. Par exemple, trente minutes aprés injection, 
on observe avec les doses suivantes de toxine R2: 

1° Avec 1 DMM (0,5 mg par animal, soit 5 000 pg/kg) [lot de 
15 rats] : 

Chez 4 rats : lymphocytose relative (89 p. 100 de lymphocytes) ; 

Chez 7 rats : formule sensiblement normale ; 

Chez 4 rats : polynucléose (83 p. 100 de polynucléaires) ; 

{Rat normal : 23 p. 100 de polynucléaires. | 

2° Avec 4 DMM (20 000 ug/kg) [lot de 10 rats} 

Chez 7 rats : lymphocytose relative (92 p. 100 de lymphocytes) ; 

Chez 8 rats : formule proche de la normale. 

3° Avec 10 DMM (50 000 pg/kg) [lot de 10 rats] : 

Chez 8 rats : lymphocytose relative (92 p. 100 de lymphocytes) ; 

Chez 2 rats : formule normale. 

On voit qu'il faut des doses nettement supérieures a la dose 
minima mortelle pour observer la diminution des polynucléaires 
du sang circulant chez la majorité des animaux, tandis que la 
polynucléose apparait, trois heures aprés injection, chez la 
presque totalité des animaux. I] convient de signaler qu’une seule 
injection intraveineuse d’eau physiologique provoque chez le rat 
normal (10 rats injectés) une polynucléose importante (60 a 
70 p. 100 de polynucléaires) constatée une heure trente et trois 
heures apres injection. 

Nous avons porté sur les courbes (fig. 3 et 4) les formules 
observées chez la majorité des rats injectés avec chaque dose de 
toxine R2 ou d’antigéne O. On voit que les rats recevant de 
tres fortes doses (2 4 5 mg par animal, soit environ 20 000 
a 50000 ug/ke d’animal) se comportent, quant a leur formule 
leucocytaire, & peu prés comme les lapins recevant 0,1 a 1 ug/kg 
d’animal. 

Annales de UInstlitut Pasteur, 93, n° 1, 1957. 7 
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Ces observations expliquent le désaccord apparent de nos 
résultats avec ceux de Boquet et Izard [42], qui n’observaient 
pas de lymphocytose mais au contraire une polynucléose relative 
chez les rats ayant recu de l’antigéne O Boivin: le sang des 
animaux était prélevé six heures aprés linjection d’ antigéne O, 
done dans la ee de polynucléose relative. 


DiscussIon. 


On a cherché depuis longtemps a expliquer la leucopénie 
provoquée par les endotoxines. On a d’abord pensé qu’elle résul- 
tait d’une destruction des leucocytes par Ja toxine. Dennis et 
Senekjian [3, 4, 5] indiquent que leur extrait loxique est une 
leucocidine. 

Cependant, Delaunay [43, 14] montre que lantigéne O préparé 
selon les méthodes de Boivin ne lése pas les leucocytes qui se 
déplacent et conservent leur activité phagocytaire en présence de 
fortes concentrations d’endotoxine. Mutermilch, en 1946 [8], 
revient & Vidée d’une action lytique qu’il réussit méme a obtenir 
in vilro, et conclut de ce fait que la toxine qu’il a obtenue est 
différente de lantigéne O; il faut noter que ses préparations 
toxiques, comme celles de Dennis et Senekjian, sont obtenues 
a partir de boullons de culture. Morgan, en collaboration avec 
Upham [45], étudiant son antigéne préparé a partir du bouillon 
de culture, observe une inhibition de la migration leucocytaire 
in vilro. Martin et Chaudhuri [46] apportent des résultats sem- 
ees Berthrong et Cluff |47} étudient la migration leucocytaire 

» partir du caillot blane d’échantillons de sang centrifugés, ponc- 
connie a divers intervalles aprés injection d’endotoxine. Ils 
observent une inhibition de la migration leucocytaire quand le 
sang a été ponctionné entre cing minutes et douze heures aprés 
injection. Cluff [48] rapporte que cette inhibition de la migration 
leucocytaire disparait chez les animaux rendus tolérants par 
injections répétées de petites doses. Cette inhibition, observable 
i partr du caillot de sang centrifugé, n’est pas démontrable 
dans les échantillons de sang non centrifugés. Ce phénoméne 
serait probablement analogue a l’augmentation de ladhésivité et 
a la tendance a Vagglutination des leucocytes décrites par 
Stetson [419] et observées avec les substances capables de provo- 
quer le phénoméne de Shwartzman. 

Berthrong et Cluff spécifient que cette inhibition de la migra- 
tion leucocytaire provient d’une action in vivo. En effet, ils 
n’observent aucune action de |’endotoxine in vitro ow cet effet 
ne peut pas étre reproduit en mettant en présence sang et 
endotoxine, 
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‘La leucopénie ne provenant pas d’une lyse des leucocytes par 
la toxine, Delaunay [44] a attribué ce phénoméne a la rétention 
des leucocytes dans les capillaires des poumons, du foie, de la 
rate. Doan et ses collaborateurs [20] avaient déja sugeéré une 
explication semblable pour la leucopénie provoquée par les injec: 
tions de nucléinate. 

En effet, la leucopénie et la disparition des polynucléaires du 
sang circulant ne sont pas des manifestations spécifiques de 
l’endotoxine. Elles ont été observées dans le choc anaphylactique. 
Elles sont également provoquées par des injections de diverses 
substances, d’une facon trés passagére il est vrai, trente a quatre- 
vingt-dix minutes au maximum. Stetson [24] l’obtient avec du 
glycogéne, Essex [22, 23] avec du glycogéne et du dextrane. Ce 
dernier auteur attribue la disparition des leucocytes, et en parti- 
culier des polynucléaires, a l’adhérence de ces éléments a |’endo- 
thélium vasculaire. Wood et collaborateurs [24] ont également 
observé la fixation des leucocytes sur l’endothélium des capillaires 
(artérioles et veinules) aprés injection de fortes doses de bactéries. 
Vejlens [25] avait d’ailleurs noté antérieurement que tous les 
procédés physiologiques et pathologiques modifiant la vitesse de 
circulation du sang dans les capillaires influent sur la distribution 
des globules blancs dans le systéme vasculaire sanguin. Par une 
diminution de la vitesse de circulation, les globules blancs se 
déposent dans les petits vaisseaux et sont maintenus en marge de 
la circulation et soustraits du sang circulant, provoquant une 
pseudo-leucopénie. 

On doit done admettre dans cet effet de l’endotoxine sur les 
leucocytes, Vintervention de divers facteurs physiologiques. 

Boquet et Izard [42] ont recherché le réle de la glande surrénale. 
Ils concluent que la diminution du nombre total des leucocytes 
dans le sang des animaux intoxiqués par l’antigéne typhique O 
est indépendante de la glande surrénale, mais que la diminution 
et l’accroissement relatifs des leucocytes mononucléés et des leu- 
cocytes polynucléés circulants semblent déterminés par la sécré- 
tion hormonale de cette glande. Ils ont en effet observé, six heures 
apres Vinjection d’antigéne, une augmentation des polynucléaires 
dans le sang des animaux normaux intoxiqués, et une diminution 
de ces éléments dans le sang des animaux intoxiqués, préalable- 
ment surrénalectomisés. 

A la suite de nos expériences, nous pensons que la diminution 
des polynucléaires observée six heures aprés injection chez les 
rats surrénalectomisés, 4 l’inverse des rats intacts, provient de 
ce que la remontée rapide du nombre des polynucléaires qu’on 
observe chez les rats intacts, apres leur disparition initiale, doit 
étre entravée ou ralentie par la surrénalectomie préalable. On 
sait en effet que l’absence des surrénales aggrave fortement 
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l’intoxicalion par les endotoxines et augmente la sensibilité des 
animaux a ces poisons (Lewis et Page [26], Chedid et Boyer (27, 
28]), tandis qu’une injection de cortisone a une action anti- 
toxique (Boyer et Chedid [29, 30], Geller [34], Thomas et 
Smith [82], di Nardo [88}). 

D’autre part, d’aprés Penner et Klein [84], la leucopénie, 
comme d’autres symptomes de l’intoxication par les endotoxines, 
résulterait d’une action primaire de la toxine sur le systeme 
nerveux central. 


ReESsUME. 


La toxine R2 extraite des formes « rough » de S. typhi, comme 
l’antigéne O extrait des formes « smooth » par la méthode de 
Boivin, modifie le taux des leucocytes du sang circulant. 

Les modifications observées varient suivant les doses inoculées : 

1° Les doses trés faibles provoquent une leucopénie de trés 
courte durée suivie d’hyperleucocytose avec polynucléose. 

2° Les doses moyennes provoquent une leucopénie passagére, 
dont la durée augmente avec la dose, accompagnée de lympho- 
cytose relative liée & la diminution plus forte des polynucléaires, 
suivie de polynucléose. 

3° Les doses fortes provoquent une leucopénie avec forte lym- 
phocytose relative lée a la disparition des polynucléaires du sang 
circulant. Ces sympt6émes persistent jusqu’a la mort de l’animal 
chez le lapin. Chez le rat, au contraire, la lymphocytose relative 
est rapidement remplacée par une polynucléose relative. 


SUMMARY 


Stupies on Salmonella typhi R2 roxin. 
EFFECT ON THE LEUCOCYTE FORMULA. 


R2 toxin (extracted from Salmonella typhi R form) modifies 
the titer of blood leucocytes, as does O antigen extracted from 
S forms following Boivin’s method. 

The alterations vary with the doses inoculated. 

1° Very small doses induce a leucopenia of very short duration 
followed by hyperleucocytosis with polymorphonucleosis. 

2° Mean doses induce a transient leucopenia, the duration of 
which increases with the dose, and a relative lymphocytosis due 
lo the decrease of polymorphonuclear, and followed by polymor- 
phonucleosis. 

3° High doses induce leucopenia with marked relative lympho- 
cytosis due to the disappearance of polymorphonuclears from the 
circulating blood. These symptoms persist until death in rabbits. 
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In rats, on the contrary, the relative lymphocytosis is rapidly 
followed by a relative polymorphonucleosis. 
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ETUDE 
IMMUNOCHIMIQUE ET ELECTROPHORETIQUE 
DES GLOBULINES DU BLANC D’CEUF 


DENOMBREMENT ET PROPRIETES 


DEUXIEME PARTIE (*) 


par Marre KAMINSKI (*). 


(Institut Pasteur, Service de Chimie Microbienne 


et C.N.R.S.) 


III. — R&suLtTats IMMUNOCHIMIQUES. 
A. PRECIPITATION SPECIFIOUE QUANTITATIVE EN MILIEU LIQUIDE. 


1° Comparaison des courbes de précipitation du blane d’ceuf, 
d’ovoglobulines brutes, et du blanc d’ceuf incomplet par rapport 
aux sérums anti-ovoglobulines et anti-blanc d’ceuf. 

Dans un travail précédent [6], nous avons vu que la courbe 
d’ovoglobulines atteint des valeurs maxima d’azote précipité supé- 
rieures a celles de la courbe du blanc d’ceuf. La courbe de BIOT, 
apres un maximum légérement inférieur aux valeurs correspon- 
dant aux mémes poids d’azote d’antigéne du blane d’ceuf ou 
d’ovoglobulines, baisse trés rapidement et reste ensuite station- 
naire. L’étude des surnageants correspondant a de telles courbes 
montre que celles-ci résultent de la superposition des courbes 
partielles des constituants du mélange antigénique. 

Les 4 protéines : OV + CA + OM + Ly précipitent moins que 
la moitié d’anticorps contenus dans les sérums anti-blance d’ceuf 
et anli-ovogiobulines. 

2° Comparaison des courbes de précipitation d’ovoglobulines 
brutes ou fractionnées par rapport au sérum anti-ovoglobulines. 

Nous avons déji mentionné dans un travail précédent [6] que 
les fractions les plus riches en globulines précipitent les quantités 
@azote les plus élevées. 


(*) La premiére partie a paru dans les Annales de l'Institut Pasteur, 
1957, 92, 802. 
(**) Manuscrit recu le 20 janvier 1957. 


wee SE Fe SONS JMO p IULTT Np “soul[nqojonap “sournqoysoao.p suotjeredgid sap uoryeytdrosid ap seqinod sop uosrereduroy) — °* 


19mg 4109 Ja 410"3 


as 90 105190 to# v0 405149 405190 105750 40s 90 08780 


ANS9ILNV.G N bw 
oo > Ese Oe St Ol eS SS fo) 
pos : Sei 
- To ° 
= %0S 19 0) Sia 
Gq Aso) (png). 


WOYSS 4/31 IdIOaudd N Sw 


104 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


L’étude des surnageants confirme cette observation et, de plus, 
nous avons constaté que c’est surtout une des globulines qui 
arrive la premiére a l’équivalence et qui précipite la quantite 
d’anticorps la plus importante. 

La fraction OG] > 50 p. 100 ne contenant pratiquement pas de 
elobulines donne une courbe présentant une analogie frappante 
avec celle du BIOL. 


3° Comparaison des courbes de précipitation du blane d’euf 
et d’ovoglobulines fractionnées par rapport au sérum anti-blane 
d’ccuf [10] (fig. 2). 

a) Blanc d’ceuf total. — La courbe monte rapidement et le 
maximum de précipitation se produit par 0,25 mg N d’antigene. 
Le surnageant correspondant contient déja de Vovalbumine en 
exces comme le prouve la formation de la ligne d’ovalbumine en 
milieu gélifié. 

La conalbumine est en excés a partir de 0,75 mg N. Des lignes 
de globulines ne sont visibles que pour le surnageant de 15 mg N 
@antigene,. 

b) Ovoglobulines 0-30 p. 100. — Cette courbe en forme de 
cloche débute par une trés rapide montée. A 0,5 mg N d’anti- 
géne ajouté se termine la zone d’excés d’anticorps et nous obser- 
vons sur la plaque des surnageants l’apparition d’une ligne 
encore trés ténue d’ovalbumine. 

A 2 mg N d’anligéne, nous sommes au milieu du plateau et le 
surnageant correspondant contient, en plus de |’ovalbumine, une 
globuline. La ligne de la conalbumine apparait pour le surna- 
geant suivant, de méme qu’une autre ligne de globuline. A partir 
de 4 mg N d’antigéne, la courbe descend trés rapidement et 
aucune nouvelle ligne n’apparait a l’étude des surnageants. 

c) Ovoglobulines 45-50 p. 100. — Cette courbe monte moins 
brusquement que la précédente. L’étude des surnageants montre 
déja que pour 0,25 mg N d’OGI on est en excés d’ovalbumine. 
La comparaison avec un surnageant de la courbe précédente de 
composition analogue (0,75 mg N d’OGI1 30 p. 100) nous permet 
de conclure qu’il y a approximativement trois fois plus d’oval- 
bumine dans les OG] 50 p. 100 que dans les OGI 30 p. 100. 

Le maximum de la courbe se trouve a la fin d’un plateau lége- 
rement ascendant. C’est 4 ce moment-la que la conalbumine en 
exces apparait dans les surnageants. 

A 5 mg N une trés nette ligne de globuline apparait sur la 
plaque des surnageants ; cette ligne était déja visible pour le 
surnageant précédent, mais beaucoup plus faible. Il y aurait donc 


environ trois fois plus de globulines dans cette fraction que dans 
le blane d’ceuf, 
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La courbe continue ensuite & descendre assez doucement ; pour 
15 mg N d’antigéne on a encore 0,5 mg N de précipite. 

Nous avons comparé entre eux quelques surnageants des 
courbes des OGI 30 p. 100 et OGI 50 p. 100 pour voir s'il s’agit 
d’une différence de composition qualitative ou seulement quan- 
titative quand les tracés des deux courbes sont éloignés l’un de 
Vautre. 

L’écart le plus fort se produit pour les deux points corres- 
pondant a 0,4 mg N de chacun des deux antigénes ; la différence 
est alors égale 4 0,8 mg N de précipité. Entre les deux réservoirs 
des deux surnageants on n’observe aucune précipitation ; ainsi 
aucun constituant du surnageant de 4 mg N d’OGI 30 p. 100 n’est 
en excés par rapport aux anticorps restés libres dans le sur- 
nageant des OGI 50 p. 100, ni inversement [ce qui serait beau- 
coup moins logique puisque c’est le premier qui précipite le plus 
d’azote]} (4). 

Par contre, en ce qui concerne la comparaison des surna- 
geants de 6 mg N d’OGI 30 p. 100 et de 15 mg N d’OGI 50 p. 100, 
qui correspondent a une différence en azote précipité plus petite 
que précédemment, on voit des lignes faibles formées par le 
deuxiéme et non pas par le premier. La différence est donc qua- 
litative. 

d) Euglobulines F'. — Cette courbe n’a pu ¢tre tracée que jus- 
qua 2 mg d’azote d’antigéne & cause de la quantité insuffisante 
du produit. Elle s’éleve rapidement. L’étude des surnageants 
montre que la réaction EuGl F-ABO n’est due ni a Vovalbumine 
mn a la conalbumine. La quantité d’azote précipité indique qu'il 
ne s’agit ni d’ovomucoide ni de lysozyme. La confrontation avec 
les résultats d’immuno-électrophorése montre que l’antigéne est 
une globuline. 

e) Euglobulines L. — Cette courbe a une allure nettement 
différente de la précédente. Dés le deuxiéme point, on se trouve 
dans la zone de complexes solubles. Pour la méme raison que 
dans le cas des EuGl F, nous n’avons pas pu poursuivre cette 
courbe jusqu’a ce qu'elle s’abaisse. 

L’étude des surnageants montre qu’un premier constituant se 
trouve en excés a 0,6 mg N d’antigéne, deux autres lignes appa- 


(4) En réalité, il est possible qu’un tel constituant existe, mais qu’il 
ne se manifeste pas. En effet, la quantité d’anticorps disponibles dans 
un surnageant est forcément inférieure 4 celle contenue dans 1l’anti- 
sérum total. D’autre part, la distance séparant les deux réservoirs est 
plus grande que celle entre chacun d’eux et le réservoir central de 
la plaque contenant l’antisérum. Il y a donc théoriquement moins 
de chances pour qu’une ligne nette de précipité se forme entre deux 
surnageants gqu’entre l’un d’eux et le réservoir central. 
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raissent pour 0,8 mg N. La comparaison du dernier surnageant 
(celui de 2.5 mg N) avec la préparation entiére montre que deux 
antigénes ne sont pas encore en exces au dernier point de la 
courbe. Les lignes formées sont dues au lysozyme et a une glo- 
buline. 


4° Comparaison des courbes de précipitation des ovoglobulines 
10-50 p. 100 et des pseudoglobulines II par rapport aux deux 
antisérums : ABO et AOGI (fig. 3). 

Ces deux préparations ont une composition électrophorétique 
différente, mais toutes les deux sont riches en globulines. Des 
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doyoglobulines avec les sérums anti-blanc d’ceuf et anti-ovoglobulines. 


courbes des constituants mineurs, réagissant avec l’antisérum 
donné, ont été établhes dans le but de voir dans quelle mesure 
ils interviennent lors des réactions des préparations complexes 
qui les contiennent. Ainsi, avec ABO, nous avons fait une courbe 
d’ovomucoide et avec AOGI celle du lysozyme. On voit qu’aucun 
de ces deux constituants ne peut étre tenu comme responsable de 
la forte précipitation constatée pour les préparations d’ovoglo- 
bulines. 

En comparant les courbes des OGI et des PsGl obtenues avec 
chacun des deux antisérums, on voit, premiérement, que la quan- 
lité dazote total précipité est plus élevée avec AOGI qu’avec ABO 
pour les mémes quantités d’antigéne ajouté. Il y a done plus 
d’anticorps envers les constituants des mélanges étudiés dans le 
sérum AOGI] que dans ABO. : 


En deuxiéme leu, on constate que pour chacun des antisérums 
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cest la préparation des pseudoglobulines qui produit la préci- 
pitation la plus forte. 

L’étude des surnageants a montré que. pour la courbe des OGI 
avec ABO a 0,5 mg N d’antigéne, il y a déja exces d’ovalbumine. 
Quand la courbe commence a s’abaisser pour 1,5 mg N d’anti- 
gene, le surnageant correspondant forme deux lignes de globu- 
lines ; enfin, le dernier surnageant forme une faible ligne de 
conalbumine. 

Dans la courbe avec AOGI, le surnageant de 0,5 mg N d’antigéne 
forme une ligne de lysozyme et une ligne de globuline. A 1 mg N 
on voit deux lignes de globulines. : 

L’étude des surnageants des courbes des pseudoglobulines 
montre que dés 0,5 mg N on voit deux lignes de précipité, et 
a partir de 2 mg N celle d’ovalbumine. 

La comparaison de l’antigéne total et des surnageants de 2 et 
3 mg N avec ABO montre qu’un anligéne du mélange n’est pas 
encore en excés a ce stade de la courbe. 

Les surnageants entre 0,5 mg N et 1,5 mg N forment une 
ligne d’un constituant diffusant trés rapidement. Nous avons pu 
Videntifier avec une p-globuline, probablement la p,. L’autre ligne 
est due au lysozyme. Par comparaison avec les surnageants de 
la courbe du lysozyme pur, on peut déduire que dans le sur- 
nageant de 2 mg d’azote des Pseudoglobulines III il y a nettement 
moins de lysozyme que dans le surnageant de 2 mg de lysozyme 
correspondant 4 0,037 mg d’N. Une lgne de globulines est 
visible tout prés du réservoir pour le surnmageant de 2 mg d’N 
de la courbe des PsGl III avec AOGI. 

De l'ensemble de nos études des diverses courbes de précipi- 
tation on peut déduire les faits suivants : plus la fraction étudiée 
est riche en globulines, plus la précipitation est abondante. Les 
courbes montent généralement vite dans la zone d’excés d’anti- 
corps, mais le maximum de précipitation se trouve presque tou- 
jours dans la zone d’inhibition. Un premier maximum est du 
a Vovalbumine et a la conalbumine ; cependant, il se trouve en 
général englobé dans la portion ascendante de la courbe. ‘Le 
maximum dt aux globulines se trouve dans la région de la 
courbe oti lovalbumine et la conalbumine sont déja en fort exces. 

Parmi les différentes globulines, certaines atteignent le point 
d’équivalence assez rapidement et produisent une précipitation 
importante ; d’autres, par contre, l’alteignent trés tardivement 
(ce qui prouve leur faible concentration dans les mélanges 
étudiés) et forment moins de précipite. 

Les sérums anti-ovoglobulines donnent une précipitation plus 
importante que les sérums anti-blanc d’ceut. 

Soulignons enfin l’utilité des épreuves des surnageants en 
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plaques de gélose, qui facilitent beaucoup linterprétation des 
courbes de mélanges complexes. 


B. PR&CIPITATION SPECIFIQUE EN MILIEU GELIPIE. 


1° Observations générales concernant les lignes des globulines. 

Nous pouvons différencier deux groupes de globulines d’aprés 
leur comportement lors de la précipitation en milieu gélifié. 

La formation de lignes visibles par le premier groupe des 
globulines dépend de la concentration de Vantigéne et du temps. 
En effet, ces lignes n’apparaissent que pour des préparations 
riches en globulines et toujours avec un assez fort retard par 
rapport aux autres lignes. . 

La distance entre ces lignes et le réservoir d’antigéne, toujours 
faible, dépend moins de la concentration que celle des lignes 
dues aux autres systémes précipitants du blanc d’ceuf. Une fois 
formées, ces lignes ne bougent plus et ne font que s’intensifier 
avec le temps. 

Ces trois faits: retard dans l’apparition du précipité, sa for- 
mation prés du réservoir d’antigéne ainsi que Vimmobhuilité du 
trait une fois formé prouvent la faible diffusibilité des antigenes 
correspondants. 

Dans la description de nos résultats, nous nommons ces glo- 
bulines des « globulines lentes » pour les différencier des « glo- 
bulines diffusantes » dont la principale représentante, identifiée 
par immuno-électrophorése, est la f,-globuline. 


2° Comparaison du blanc d’euf total, du blane d’ceuf incomplet, 
des ovoglobulines brutes et fractionnées. 

Nous avons vu précédemment [6] que, d’aprés l’emplacement 
et l’'intensité des lignes des globulines formées par le blanc 
d’ceuf total et les préparations d’ovoglobulines, on peut déduire 
lenrichissement en globulines de ces derniéres. 

De méme, l’enrichissement progressif, au fur et & mesure du 
fractionnement, peut étre suivi par ce moyen. 

On voit ainsi que les lignes des globulines sont visibles sur- 
tout pour les fractions précipitées entre 30 et 45 p. 100 de 
SO,Am,. De plus, une différence de solubilité entre diverses 
catégories de globulines peut étre constatée : en effet, la globu- 
line diffusante est présente dans les premiéres fractions, alors 
que les globulines lentes apparaissent plus tardivement. 


3° Les euglobulines. — Les euglobulines » contiennent l’oval- 
bumine, la conalbumine diffusante et un peu de globulines lentes. 
Les eaux de lavage des euglobulines contiennent presque exclu- 
sivement les deux premiers constituants et un peu du troisiéme, 
de méme que la fraction « euglobulines récupérées par dialyse 
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des pseudoglobulines ». Les euglobulines S contiennent du lyso- 
zyme ; il y a en plus un peu de conalbumine et de la globuline 
diffusante. Les préparations plus purifiées sont constituées essen- 
tiellement par le lysozyme et les globulines lentes. 


4° Les pseudoglobulines. — Ces préparations contiennent sou- 
vent une assez forte proportion d’ovalbumine, de la conalbumine 
et de la globuline diffusante. La proportion de globulines lentes 
est variable. ‘L’eau de lavage des pseudoglobulines contient de 
trés fortes quantités d’ovalbumine et de conalbumine et une trace 
de globuline diffusante. 

La préparation PsGl III, refractionnée par le sulfate d’ammo- 
nium, qui a servi pour établir les courbes de précipitation, 
contient beaucoup moins d’ovalbumine et de lysozyme. D’aprés 
la réaction avec le sérum ACA, cette préparation contient de la 
conalbumine, constatation infirmée par les résultats d’électro- 
phorese et d’immuno-électrophorése révélée par ABO et AOGI. 
Le sérum ACA serait done moins strictement spécifique. Cette 
conclusion est confirmée par les analyses des éluats des p-glo- 
bulines, qui montrent que les globulines B, et B, réagissent avec 
ACA comme la conalbumine. 

Ainsi, en conclusion, les préparations d’euglobulines « solubles » 
sont essentiellement constituées par des protéines solubles du 
blanc d’ceuf qui entrainent une partie des globulines. Les euglo- 
bulines plus purifiées sont surtout constituées par le lysozyme et 
par des globulines lentes, mais les difficultés d’extraction sont 
plus grandes et le rendement mauvais. Les pseudoglobulines 
contiennent également des proportions élevées de protéines 
solubles, mais le refractionnement les enrichit trés sensiblement 
en globulines et le rendement final est meilleur. La proportion 
de la globuline diffusante est élevée et celle du lysozyme faible. 

La différence de solubilité dans leau correspond donc a une 
différence de composition de nos préparations, mais l’entrai- 
nement mutuel de diverses protéines est trés prononcé et ainsi il 
est difficile d’obtenir des préparations d’une composition bien 
définie. 


5° Les fractions séparées par centrifugation a froid. — Nos 
expériences n’ont montré aucune différence qualitative ni quanti- 
tative entre la préparation totale et ses fractions. Nous pouvons 
conclure ou bien que lopacité a froid de certains constituants 
des ovoglobulines est une caractéristique physique sans rapport 
avec les propriétés antigéniques, ou bien que les constituants qui 
précipitent dans ces conditions sont non-antigéniques. 


6° Ovomucine. — Ceite préparation donne avec le sérum 
AOG] [40] une ligne située trés loin dans la zone du mélange de 
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gélose et d’antisérum. Comme cette ligne ne change pas de place 
at ne disparait pas avec le temps, son emplacement n’est done 
pas da a l’excés d’antigéne. Ainsi, elle correspond a un consti- 
tuant diffusant trés rapidement, donc probablement de petite 
taille moléculaire. 

Il ne s’agit pas du lysozyme (la préparation d’ovomucine en 
contient de petites quantités), car la ligne en question ne disparatt 
pas quand on emploie le sérum épuisé par le lysozyme. 

Cette ligne ne rejoint aucune des lignes formées par nos diffé- 
rentes préparations. Nous en déduisons qu’il s’agit d’un anti- 
géne spécifique de la préparation d’ovomucine (5). En plus de 
cette ligne, la préparation étudiée forme avec AOGI (entier ou 
épuisé) des lignes de globulines lentes qui rejoignent une partie 
de celles formées par la préparation purifiée d’euglobulines. 


IV. — Re&suLtTaTs IMMUNO-ELECTROPHORETIQUES. 


1° Blane d’cuf (pl. I, fig. 1 et tableau I [voir premiére partie]). 

En réaction homologue (avec ABO), le blanc d’ceuf forme 
toujours des lignes de conalbumine et d’ovalbumine, parfois celle 
des B, dont on voit généralement deux et avec les antisérums 
plus faibles une seulement. Parfois, on observe une précipitation 
floue et mal définie a Vendroit correspondant a £,. Avec les 
sérums anti-ovoglobulines, le blanc d’ceuf forme généralement 
une ligne plus ou moins intense de conalbumine, ainsi que celle 
de l’ovalbumine ; souvent on observe la ligne du lysozyme. Les 
globulines sont représentées par deux lignes généralement nettes 
de f,-globulines, une amorce de ligne £, et par une ligne intense 
de B,-globuline. Cette derniére correspond a la « globuline diffu- 
sante », observée lors de la précipitation en gélose. 


2° Préparations fractionnées par le sulfate d’ammonium (pl. I, 
fig. 1 et pl. IT): 

La différence entre la réaction du blane d’ceuf et des prépa- 
rations d’ovoglobulines consiste en la formation, par ces der- 
niéres, d’une ligne nette et généralement intense de B,-globuline ; 
par ailleurs la richesse de ces préparations en globulines se 

manifeste par l’emplacement des lignes £,- et ,-¢ elobulines (cette 
derni¢re visible seulement avec les sérums AOGI), plus étendues 
et plus rapprochées du réservoir de sérum. 

Avec certains sérums anti-ovoglobulines, le nombre de lignes 
visibles est plus élevé ; ainsi nous avons pu dénombrer, dans les 
cas les plus favorables, jusqu’a 2 a, (ces lignes correspon- 


(5) L’eau de lavage de l’ovomucine ne donne pas cette ligne. Par 


contre, les lignes qu’elle forme rejoignent celles formées par le blanc 
d’ceuf. 
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dant aux constituants diffusant lentement n’apparaissent que plu- 
sieurs jours apres les autres) [pl. I, fig. 2] (6) et 3 8). 

L’étude comparée avec deux antisérums des fractions de relar- 
gage (pl. IT) a montré que la composition variable de ces frac- 
tions peut étre suivie d’aprés le nombre et la forme des diffé- 
rentes lignes. 

Toutes les fractions forment, avec les deux sérums, les lignes 
de Vovalbumine et de la conalbumine. 

Les différences concernent la composition en globulines : ainsi, 
avec ABO, la fraction 0-25 p. 100 donne une seule ligne de 
B.-globuline, celle qui dans toutes les fractions se forme le plus 
prés du réservoir d’anticorps ; les fractions 0-27,5 a 0-32,5 p. 100 
donnent deux lignes de B,-globuline ; les fractions 0-35 p. 100 
a 0-47,5 p. 100 donnent les deux lignes de £,-globuline, mais la 
deuxieme ligne est beaucoup plus faible dans la derniére fraction 
que dans les précédentes ; de plus, toutes ces fractions forment 
une ligne, de plus en plus intense, d’une £,-globuline. La frac- 
tion 0-50 donne la premiére des £,-globulines et la 6,-globuline ; 
a partir de 0-35 p. 100, on apercoit une faible hgne de 
a.-globuline. 

Les fractions complémentaires contiennent, elles aussi, de la 
conalbumine et de l’ovalbumine ; la fraction 25-50 p. 100 forme 
les pees lignes de globulines; les fractions suivantes : 27,5-50 
a 87,5-50, contiennent toutes une p,-globuline et la 6,-globuline ; 
di partir de la fraction 30-50 p. 100, on voit de plus en plus 
nettement la ligne de a,-globuline. 

Avec AOGI, a part la conalbumine et Povalbumine, la compo- 
sition des fractions est la suivante : la quantité de £,-globuline 
croit depuis la fraction 0-25 p. 100 jusqu’aé 0-40 p. 100 environ, 
puis décroit légérement ; les fractions 0-25 p. 100, 0-27,5 p. 100 
4 0-32,5 p. 100 forment deux lignes de 6,-globuline, celle plus 
rapprochée du bassin d’anticorps étant beaucoup plus forte que 
Vautre ; a partir de la fraction 0-35 p. 100, apparait la hgne de 
la B,-globuline, s’affirmant de plus en plus jusqu’a la fraction 
totale. 

Les fractions complémentaires paraissent toutes de méme com- 
position au point de vue des globulines : ligne trés intense de Bs, 
forte ligne de fp, extérieure (trace de deuxiéme 6, dans la frac- 
tion 25-50 p. 100), forte ligne de Bp, et deux a-globulines. 

Ces résultats indiquent les variations de solubilité de certaines 
des globulines en présence des concentrations diverses en sulfate 
d’ammonium : ainsi, une f,-globuline est surtout présente dans 
les fractions primaires tandis que la B, ne se manifeste pas avant 


(6) Remarquons sur la figure la démultiplication de la ligne de la 
conalbumine. 
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35 p. 100 de saturation en SO,Am, et les fractions complémen- 
taires en conliennent une proportion considérable. La principale 
des B,-globulines est présente dans toutes les fractions. 


3° Les euglobulines. — a) Les préparations d’euglobulines 
solubles contiennent de la conalbumine et de ovalbumine, ct 
aussi, probablement, une a- ou ,-globuline. En outre, il y a 
beaucoup de lysozyme. 

b) Les euglobulines purifiées L. On distingue faiblement une 
p-globuline dont il est difficile de situer la mobilité car la ligne 
est trés peu incurvée; c’est probablement une f,. En outre, il 
y a une faible ligne du cété positif du réservoir. Ainsi la puri- 
fication des euglobulines enléve les protéines les plus solubles, 
c’est-a-dire : ovalbumine, conalbumine, ovomucoide et la f,-glo- 
buline. 


4° Les pseudoglobulines. — a) Les PsGl 0-33 et 33-50 p. 100 
forment des lignes de £,-, B,- et B,-globuline et trés peu de 
a,-globuline en plus de celles de conalbumine et d’ovalbumine. 

b) La préparation non fractionnée contient de la conalbumine, 
beaucoup de f,-globuline, de f£,-globuline, une a, et beaucoup 
d’ ovalbumine. 

c) Deux préparations présentent une particularité concernant 
Povalbumine : une forme une ligne d’ovalbumine dont la mobilité 
parait plus faible qu’habituellement. Elle correspond au consti- 
tuant A, de Vovalbumine, seul présent dans cette préparation, 
comme le montrent la coloration aprés électrophorése et |’ étude 
des éluats [17]. 

La préparation PsGl III forme, dans la région de l’ovalbumine, 
trois faibles lignes floues paralléles entre elles et trés rapprochées. 
Cet aspect se rencontre souvent en présence d’excés d’anticorps. 
et peut étre du soit a la précipitation périodique, soit a Vhétéro- 
généilé des anticorps [418]. 

Les préparations des pseudoglobulines sont plus complexes que 
celles des euglobulines. Elles contiennent habituellement des pro- 
téines solubles (ovalbumine et conalbumine) et la —, en fait tou- 
jours partie. Il y a relativement moins de globulines a, et rarement 
du lysozyme. 


5° L’ovomucine. — L’ovomucine donne exactement les mémes 
lignes avec ABO et AOGI: on a deux £,-globulines, une a, et 


Priancue II. 


Etude immuno-électrophorétique des préparations dovoglobulines fractionnées 
par le sulfate d’ammonium. Réyvélation par les sérums anti-blanc d’couf 
et anti-ovoglobulines. 


Mémoire Marie KAMINSKI. 
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une ligne de mobilité intermédiaire entre «a, et ovalbumine, ressem- 
blant a celle formée par les EuGl L. 

L’eau de lavage donne avec ABO des lignes de conalbumine, 
de £,-globuline net d’ovalbumine. Elle est donc trés différente 
comme composition de |’ovomucine. 


6° Observations générales sur les lignes des globulines. — La 
dénomination des lignes : B,, B, ou B;, se base sur leur corres- 
pondance avec les taches d’électrophorése colorée. Soulignons que 
les lignes p, formées par des préparations d’ ovoglobulines ne 
correspondent pas a une tache, puisqu’il n’y a que le blane @’ ceuf 
qui forme la tache p,. Ces lignes ont pourtant exactement le 
méme aspect dans les deux cas. Leur forme, d’autre part, différe 
de celle des lignes £, et B,, qui forment des arcs bien symétriques. 
‘Les deux lignes p, sont généralement peu incurvées et leur allon- 
gement est surtout marqué vers leur extrémité positive ; le plus 
souvent, elles sont réunies de ce cété alors que les extrémités 
opposées sont bien séparées. 


DISCUSSION 


Nos résultats permettent de dénombrer les globulines du blanc 
d’ceuf en tant qu’antigénes et de préciser quelques-unes de leurs 
propriétés. 

Nous appelons « globulines » des constituants contenus dans la 
fraction du blane d’ceuf précipitée jusqu’a demi-saturation en 
sulfate d’ammonium dont la spécificité immunologique et la mobi- 
lité électrophorétique ont été décrites [4,. 5]. 

En ce qui concerne la premiére caractéristique, aprés la consta- 
tation, en 1928, de l’existence, dans les préparations d’ovoglobu- 
lines, d’un facteur antigénique particulier, aucun fait nouveau n’a 
été signalé pendant plusieurs années. Cependant, quelques auteurs, 
au cours des études sur le blanc d’ceuf, ont rapporté des faits 
que nous interprétons comme étant dus a la présence de globulines 
dans ce milieu. Ainsi Wetter [49] a constaté dans le sérum anti- 
blane d’ceuf la présence, en quantités importantes, d’anticorps 
précipitants dirigés contre des conslituants du blanc d’ceuf autres 
que l’ovalbumine, la conalbumine, l’ovomucoide ou le lysozyme. 
De méme, Vaughan et Kabat [20] ont remarqué plus récemment 
un fait analogue en étudiant les antisérums anti-ovalbumine et 
anti-blane d’ceuf. 

Dans le but d’identifier ces antigénes, nous avons d’abord 
constaté un parallélisme rigoureux entre la présence de lignes 
spécifiques de précipitation en milieu géhifié d’une part, et la 
richesse d’une préparation en globulines, déduite de l’importance 
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du pic électrophorétique ou de l’intensité de la coloration de la 
tache d’électrophorése en gélose [6] d’autre part. 

Les résultats de l’immuno-électrophorése confirment ces faits de 
facon incontestable. En effet, on observe, pour les fractions préci- 
pitées entre 0 et 50 p. 100 de saturation en sulfate d’ammonium, 
plusieurs lignes de précipitation correspondant a la mobilité des 
globulines {40]. 

Le fait qu’a ’immuno-électrophorése on observe plusieurs lignes 
de globulines indépendantes montre qu’il existe plusieurs consti- 
tuants antigéniques de répartition électrophorétique assez large. 

Ainsi, en effet, on observe en électrophorése sur gélose cing 
taches désignées a,, a, (réservoir d’origine), B,, B, et B,. Certaines 
d’entre elles correspondent 4 une seule ligne immuno-électropho- 
rétique (B,), d’autres a plusieurs (,, B,, B,); les o,, enfin, ne 
correspond pas a des lignes de précipitation bien définies 
(tableau II). 


Tastrau I]. — Dénombrement des ovoglobulines par différentes 
techniques [21]. 


technique nombre d'ovoglobulines décelées dans 
blanc d'oeuf préparations d'ovoglobulines 


Electrophorése 
en veine liquide (5) 


Electrophorése de zone 
4 sur papier (6) 


b 


Précipitation spécifique 
en milieu liquide (1) 
(ring-test) 


sur gélose 


Precipitation spécifique 
par double diffusion en 
gélose (6) 


Immunoélectrophorése 


Ces taches ne se voient pas, cependant, avec toutes les prépa- 
rations el fractions étudiées et le blanc d’ceuf en particulier ne 
les forme pas toutes (tableau I). 

Ainsi la tache £,, bien nette et fortement colorée pour nos 
préparations fractionnées, n’est pas formée par le blanc d’ceuf 
qui ne forme pas non plus de ligne £, a l’immuno-électrophorése. 
Cette absence de tache et de ligne ne signifie pas forcément 
absence du constituant £,, car celui-ci existe dans les frac- 
tions du blane d’ceuf (se manifestant aussi bien comme tache 
d’électrophorése que comme ligne d’immuno-électrophorése) 
et, d’autre part, les anticorps anti-B, existent dans Vimmun- 
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sérum anti-blanc d’ceuf. Le fait que le blanc d’ceuf ne forme 
ni la tache ni la ligne peut s’expliquer par sa faible concen- 
tration en globulines totales (moins de 10 p. 100) parmi lesquelles 
le constituant B, semble quantitativement l’un des moins impor- 
tants. Par ailleurs, la morphologie de la ligne B, montre qu’il 
s’agit d’un constituant ne diffusant pas rapidement, ce qui peut 
expliquer, joint a l’argument précédent, la difficulté d’ observation 
de la ligne. L’existence d’anticorps anti-B, dans le sérum anti- 
blane d’ceuf s’expliquerait par la possibilité de formation des anti- 
corps par des quantités d’antigénes trop faibles pour étre décelées 
en immuno-électrophorése. 

En ce qui concerne la £,-globuline, il y a contradiction appa- 
rente entre les résultats d’électrophorése et d’immuno-électro- 
phorése. 

En effet, la tache fp, n’est formée que par le blanc d’ceuf total, 
alors que pour toutes nos fractions cet emplacement n’est pas 
coloré. D’autre part, les lignes d’immuno-électrophorése de 86, 
sont formées indifféremment par le blanc d’ceuf et par ses frac- 
tions. Enfin, les anticorps anti-B, existent dans tous nos anti- 
sérums. 

L’anomalie consiste done en l’absence de la tache B, pour des 
préparations qui forment des lignes f,. 

L’explication quantitative ne nous parait pas satisfaisante, car 
les teneurs de nos préparations en telle ou telle globuline étant 
variables, .on devrait, surtout en variant les concentrations en 
protéines totales, observer des colorations plus ou moins intenses 
& lemplacement B,, ce qui n’est pas le cas. 

Deux problémes se posent donc : 1° la tache p, du blanc d’ceuf 
correspond-elle 4 un constituant bien défini, 2° quelle est la vraie 
localisation électrophorétique des constituants formant les lignes p, 
a l’immuno-électrophorése des préparations d’ovoglobulines ? 

Les résultats de l’immuno-électrophorése des éluats provenant 
de l’emplacement de la tache B, ont montré [22] que celle-ci, 
quoique homogéne d’aspect, correspond en réalité a plusieurs 
constituants fp. 

Cependant, parmi les diverses manifestations observées de 
Vhétérogénéité d’une tache, aucune ne correspond au cas de la fy. 
Ces manifestations sont : a) confluence de taches, traduite par le 
contour carré ou trapézoidal avec bord latéral soit rectiligne soit 
présentant plus d’une courbure, comme c’est le cas par exemple 
pour l’ovalbumine [17]; dans ce cas, la séparation a pu étre faite 
en diminuant la concentration de l’échantillon analysé ; b) super- 
position des taches traduite par l’intensité plus grande du préci- 
pité de la protéine sur une partie de la surface de la tache ; dans 
ce cas, la différenciation peut étre faite au moyen des réactions 
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caractéristiques approprices, comme par exemple pour la sérum- 
albumine humaine et la lipo-albumine [23] ; c) polydispersion d’un 
constituant, traduite par l’étalement de la tache dans toutes les direc- 
tions, observée par exemple pour l’ovomucoide [24]. On pourrait 
tout au plus établir une analogie entre l’aspect de la tache B,, lége- 
rement allongé dans le sens du courant, et celui des y-globulines 
du sérum [25]. Cependant, pour ces derniéres, on n’observe qu’une 
seule ligne a l’immuno-électrophorése ; le cas est done différent. 
La p, ne correspondant ni a la confluence des taches f, et 63, ml 
a leur superposition, ni a un constituant immunologiquement 
unique, nous pensons qu’il s’agit d’une interaction entre les pro- 
téines du mélange naturel. Le fait que l’azocarmin et le noir 
soudan qui colorent surtout la Bp, ne colorent pas la 6, confirme, 
compte tenu des facteurs quantitatifs, que la premiére n’est pas 
libre dans le blanc d’ceuf. D’autre part, du fait de la coloration 
de p, par l’amidoschwarz, dans le cas du blanc d’ceuf, l’absence 
de coloration a cet emplacement dans le cas des ovoglobulines 
ne peut s’expliquer par la non-fixation du colorant par le consti- 
tuant correspondant, mais bien par l'état différent de B, dans les 
préparations d’ovoglobulines (rappelons A ce propros qu’en 
général les p-globulines fixent mal les colorants, comparativement 
aux autres protéines du blanc d’ceuf). 


Quant aux lignes fp, enfin, formées 4 l’immuno-électrophorése 
des préparations d’ovoglobulines, bien qu’aucune tache ne leur 
corresponde, elles sont identiques a celles formées par le blanc 
d’ceuf, ce qui signifierait que les groupements faisant partie du 
motif antigénique sont différents de ceux responsables de la 
fixation du colorant. 

L’explication invoquée pour f, vaut pour le fait inverse, c’est- 
a-dire l’absence, dans le cas du blanc d’ceuf, de la tache 6, 
(avec Vamidoschwarz) et la formation de ligne correspondante 
a Pimmuno-électrophorese (avec AOGI). 

La différence entre ces deux constituants est que le sérum ABO 
ne contient pas d’anticorps anti-B, alors que AOGI contient les 
anticorps anli-B,. Cette absence ne peut, a notre avis, étre expli- 
quée par la faible antigénicité de ce constituant et, partant, la 
nécessité de employer a doses élevées pour ]’immunisation ; en 
effet, la teneur du blanc d’ceuf en £, estimée approximativement 
d’aprés l’aspect de la ligne n’est pas négligeable. I] semble plutot 
que la destruction des complexes du milieu naturel d’origine, ainsi 
que la présence d’autres globulines renforceraient l’antigénicité 
de 6, dans les préparations d’ovoglobulines. 


‘La solubilité des ovoglobulines en présence du sulfate d’ammo- 
nium est relativement élevée. Ainsi, la 6, commence a précipiter 
au tiers de Ja saturation seulement, les B, sont également assez 
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solubles pour les concentrations faibles en sel; en général, les 
globulines précipitent le plus abondamment a l’approche de la 
demi-saturation. 


La solubilité de ces constituants dans l’eau et dans la solution 
physiologique, par contre, semble, comparativement aux autres 
protéines du blanc d’ceuf, la plus faible. Ainsi, plus une fraction 
est enrichie en globulines et plus elle est purifiée, moins elle est 
soluble (7). Les dépdts ne sont solubilisables ni par 1’addition 
d’albumine, ou de glycocolle, ni par des substances tensio-actives 
comme le Tween. 


Le fractionnement semble modifier |’état de ces protéines, peut- 
étre en les libérant des liaisons qui les unissaient dans le blanc 
d’ceul. Les procédés de fractionnement utilisés ne comptent cepen- 
dant pas parmi les trailements brutaux, et comme la simple dialyse 
conduit également 4 Vinsolubilisation, i] ne semble pas que l’on 
doive considérer les globulines contenues dans nos préparations 
comme dénaturées. De plus, leur identité immunologique avec 
celles restées a l’état natif contredit cette interprétation. 

Le fait que le précipité obtenu a froid ne semble pas appauvrir 
en globulines la préparation donnée pourrait indiquer par ana- 
logie que les dépdéts insolubles formés par ces préparations ne 
sont pas, ou du moins pas en totalité, constitués par des globu- 
lines. Ils peuvent, en effet, provenir de la mucine, dont une partie 
ne serait pas précipitée par le moussage au « mixer » et éliminée 
par centrifugation avant les fractionnements. 


Cette hypothése est confirmée par le fait que les sérums anti- 
ovoglobulines contiennent des anticorps anti-mucine. La quantité 
de mucine contenue dans ces préparations est suffisante pour 
induire la formation d’anticorps, mais elle est probablement trop 
faible pour former une ligne de précipitation en milieu gélifié. 


En ce qui concerne la division des ovoglobulines en euglobu- 
lines et pseudoglobulines, malgré la difficulté technique d’obtenir 
des fractions pures, nous pensons que les deux catégories existent 
dans le blanc d’ceuf. Chacune d’elles est représentée par plusieurs 
constituants différents électrophorétiquement et immunologique- 
ment, en particulier la B, semble bien étre une pseudoglobuline 
vrale. 

Le fait que l’on a trouvé des constantes de sédimentation diffé- 
rentes pour chaque préparation soumise 4 lultracentrifugation ne 
signifie pas que chacune de nos préparations contienne des glo- 
bulines lourdes différentes, alors qu’au point de vue électropho- 


(7) Rappelons que les résultats de Kuchel et Bate-Smith [3] montrent 
également qu’une purification trés poussée des globulines conduit & un 
rendement quasi nul. 
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rétique et immunochimique, elles ont la plupart des constituants 
en commun. I] est presque certain que les chiffres obtenus tradui- 
sent des résultats d’interactions de plusieurs combinaisons entre 
les constituants de poids moléculaires différents. 

En tout cas, il existe sirement des globulines de poids molécu- 
laires élevés dans nos préparations d’ovoglobulines, et, partant, 
dans le blanc d’ceuf malgré le fait qu’elles n’aient pu étre mises 
en évidence dans ce dernier milieu [26]. 

Dans le but de préciser le comportement immunologique des 
globulines et leur importance dans le blanc d’ceuf, nous avons 
comparé les systémes précipitants suivants : 

Blane d’ceuf, sérum anti-blanc d’ceuf et ovoglobulines, sérum 
anti-blane d’ceuf avec blanc d’ceuf, sérum anti-ovoglobulines et 
ovoglobulines, sérum anti-ovoglobulines. 

Cette étude nous a montré premiérement que, quel que soit 
l’antisérum utilisé, les ovoglobulines précipitent plus d’anticorps 
que le blanc d’ceuf et ceci d’autant plus qu’elles sont plus 
purifiées. 

Deuxiémement, les sérums anti-blanc d’ceuf fournissent en 
général une précipitation moins importante que les sérums anti- 
ovoglobulines. 

Les courbes du blanc d’ceuf, une fois atteints les points 
d’équivalence de l’ovalbumine et de la conalbumine, montent plus 
lentement que celles des ovoglobulines. Cette différence, et 
limportance de la précipitation produite par des ovoglobulines, 
pourraient s’expliquer par l’insolubilité relative des globulines : 
en effet, la précipitation la plus importante est obtenue avec les 
fractions les plus riches en globulines. Cependant, l’allure de ces 
courbes, leur rapide montée dans la zone d’excés d’anticorps, 
et surtout la baisse nette aprés le point culminant, due a la disso- 
lution du précipité en excés d’antigéne, sont peu compatibles avec 
cette explication. 

Nl est plus vraisemblable que l’importance du précipité, obtenu 
avec des ovoglobulines, résulte d’un rapprochement des points 
d’équivalence respectifs des constituants, du fait de l’enrichisse- 
ment de ces préparations en globulines. Les courbes observées 
sont ainsi la somme des courbes élémentaires dont les points 
d’équivalence sont trés voisins. En ¢tudiant les surnageants des 
points correspondants, on constate, en effet, que plusieurs consti- 
tuants arrivent en excés trés prés les uns des autres. Dans le 
blanc d’ceuf, ces constituants sont plus dilués et les sommets 
correspondants sont moins rapprochés, ce qui donne a la courbe 
une allure d’ensemble beaucoup plus étalée. 

En ce qui concerne la différence entre les quantités maxima 
d’anticorps, précipitables dans le sérum anti-blane d’ceuf et anti- 


ETUDE IMMUNOCHIMIQUE DES GLOBULINES DU BLANC D’OEUF 119 


ovoglobuline, elle est due, en partie, a l’absence d’anticorps anti- 
B,-globulines dans le premier, et A sa présence en quantités 
relalivement importantes (comme on peut le déduire de I’intensité 
de la ligne de précipitation en milieu gélifié) dans le deuxiéme. 
La quantité d’autres anticorps anti-globulines est également aug- 
mentée dans le sérum anti-ovoglobulines, par rapport au sérum 
anti-blanc d’ceuf. 


CONCLUSIONS 


‘L’étude des globulines du blanc d’ceuf a été faite par électro- 
phorése en différents milieux (liquide, papier, gélose), techniques 
immunochimiques (précipitation spécifique : quantitative en milieu 
liquide et qualitative en milieu gélifié), immuno-électrophorése et 
ultracentrifugation. 

Les ovoglobulines ont été décelées, dénombrées et étudiées d’une 
part dans leur milieu d’origine, le blanc d’ceuf, et d’autre part 
dans différentes préparations enrichies en globulines. 

Ces préparations ont été obtenues par plusieurs méthodes phy- 
siques ou chimiques, principalement l’électrophorése, la dialyse 
et la précipitation fractionnée en présence du sulfate d’ammonium. 
La purification poussée s’accompagne de l’insolubilisation d’une 
partie des globulines. 

Les techniques les mieux appropriées a déceler les ovoglobu- 
lines sont l|’électrophorése en gélose, la précipitation spécifique 
par double diffusion en milieu gélifié et ’immuno-électrophorése, 
les deux derniéres révélées par un sérum anti-ovoglobulines. 

Par électrophorése en gélose, colorée par l’amidoschwarz, on 
observe des conslituants différents, selon qu’on analyse le blanc 
d’ceuf total ou des fractions globuliniques : ainsi, dans le premier 
cas, on dénombre deux taches : a, et B, ; les préparations purifiées 
d’euglobulines forment surtout la tache a, alors que les pseudo- 
globulines et les ovoglobulines fraclionnées par relargage forment 
quatre taches : a,, a,, B, et B,. Les taches 6, et B,; présentent un 
aspect homogéne et régulier ; la tache B,, visible seulement pour 
le blanc d’ceuf, est faiblement colorée et semble moins bien 
définie ; elle correspond a une association de plusieurs consti- 
tuants B. 

Parmi d’autres colorants employés, lazocarmin réagit mal avec 
la B,, tandis que le noir soudan ne réagit qu’avec la B, en révélant 
la présence d’une faible quantité de lipides; la B, serait donc 
une lipoprotéine. 

En général, la teneur d’une préparation en globulines, déduite 
de l’intensité relative de coloration des taches, est inférieure a 
celle calculée d’aprés l’importance du pic électrophorétique. 

La comparaison du blanc d’ceuf et des préparations d’ovoglo- 
bulines par la précipitation spécifique quantitative a montré que, 
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quel que soit l’antisérum utilisé, les ovoglobulines précipitent 
apparemment davantage d’anticorps que le blane d ceuf, et cecl 
d’autant plus qu’elles sont plus purifi¢es. D’autre part, les sérums 
anti-blanc d’ceuf fournissent moins de précipité que les sérums 
anti-ovoglobulines. 

La précipitation spécifique par double diffusion en gélose 
permet, selon l’aspect et l’évolution des lignes de précipité for- 
mées, de classer les globulines en deux groupes, correspondant 
aux constituants diffusant plus ou moins rapidement. 

Le nombre de lignes observées dépend a la fois de l’antigéne 
et de la nature de l’immunsérum ; ainsi il est plus élevé pour 
les préparations d’ovoglobulines que pour le blane d’ceuf, et pour 
des sérums anti-ovoglobulines que pour des sérums anti-blanc 
d’ceuf. Ces derniers, en particulier, ne contiennent pas d’anticorps 
anti-B,. Les mémes remarques s’appliquent pour l’immuno-électro- 
phorése. 

Cette derniére technique nous a permis de dénombrer jusqu’a 
présent deux a,, trois B,, deux fp, et une fB,. Le blanc d’ceuf forme 
surtout les lignes de f, et B, (cette derniére uniquement avec les 
sérums anti-ovoglobulines) ; les ovoglobulines forment toutes ces 
lignes, méme les £,, quoique ces préparations ne forment pas 
de tache correspondante. 

En présence du sulfate d’ammonium, les ovoglobulines préci- 
pitent pour des concentrations s’échelonnant entre 25 et 50 p. 100 
de saturation. La p, et une des f,-globulines sont les plus 
solubles ; la B, est surtout présente pour des concentrations supé- 
rieures 4 35 p. 100. [Les fractions précipitées entre 30 et 45 p. 100 
sont les plus riches en globulines diverses. 

La solubilité des globulines dans l’eau en présence du ClNa 
diminue a froid de facon réversible. Le fractionnement du bianc 
d’ceuf insolubilise sensiblement les globulines. 

La solubilité dans l’eau des différentes globulines est variable : 
ainsi les préparations d’euglobulines contiennent surtout des a, 
et B, alors que les pseudoglobulines sont particuliérement riches 
Cle porelepse 

La présence de plusieurs constituants a constante de sédimen- 
tation élevée a été observée dans les préparations d’ovoglobulines. 


SUMMARY 


IMMUNOCHEMICAL AND ELECTROPHORETIC STUDIES 
OF EGG-WHITE GLOBULINS. 
DEMONSTRATION AND PROPERTIES. 


Study of egg-white globulins by electrophoresis in different 
media (liquid media, paper, agar) and by different techniques : 
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immunochemical techniques (quantitative specific precipitation in 
liquid medium and qualitative specific precipitation in agar-gel 
medium), immuno-electrophoresis and ultracentrifugation. 

Ovoglobulins have been demonstrated first in their original 
medium, egg-white, then in various preparations enriched in 
globulins. 

These preparations have been obtained by several physical and 
chemical methods : electrophoresis, dialysis and fractionated pre- 
cipitation in presence cf ammonium sulfate. 

The best techniques to demonstrate ovoglobulins are agar-gel 
electrophoresis, specific precipitation by double diffusion in agar- 
gel medium, and immuno-electrophoresis, the specific precipitation 
and immuno-electrophoresis being revealed by an anti-ovoglobulin 
serum. 

Electrophoresis in a gelified medium stained by amidoschwarz 
demonstrates components which differ if total egg-white or glo- 
bulinic fractions are analysed. 

Comparison between egg-white and ovoglobulin preparations 
studied by specific quantitative precipitation shows that, irres- 
pective of the serum used, ovoglobulin precipitates a greater 
quantity of antibody than egg-white, and all the more that they 
are more purified. On the other side, anti-egg-white sera yield 
less precipitate than anti-ovoglobulin sera. 

The number of lines observed by precipitation in gelified 
medium is greater with ovoglobulin than with egg-white, and 
greater with anti-ovoglobulin sera than with anti-egg-white sera. 

Immuno-electrophoresis has allowed to demonstrate two a, 
three B,, two B, and one f,. Egg-white gives p, and B, lines 
(the last one only with anti-ovoglobulin sera). Ovoglobulins 
preparations form all these lines, even p, ovoglobulins, although 
these preparations do not form the corresponding spot. 

In the presence of ammonium sulfate, ovoglobulins precipitate 
when the concentration range from 25 to 50 °, saturation. 

The solubility of globulins in the saline decreases at 0° irre- 
versibly. 

ee 


Nous remercions M. Grabar pour les précieux conseils qu’il 
nous a prodigués durant ce travail. 
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GOMMUNICATIONS 


GRAINS ENTOURES DE MASSUES ET MACROPHAGES 
ENGLOBANT 
DES AMAS DE BACILLES ACIDO-RESISTANTS 
REALISES AU LABORATOIRE 
AVEC MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS 


par J. BRETEY, J. C. LEVADITI et F. PICK. 


(Institut Pasteur) 


L’expérimentation a contribué puissamment a létude du _ pouvoir 
pathogéne de Mycobacterium tuberculosis, car elle permet de faire 
varier 4 volonté certaines données de l’infection et d’observer en quoi 
elles modifient les lésions. 

Or, dans quelques cas, cette méme expérimentation peut créer des 
images nouvelles qui s’ajoutent aux lésions que réalise la maladie 
humaine. I] en est ainsi lorsqu’elle forme artificiellement des grains 
entourés de massues, identiques & ceux des mycoses authentiques et 
qui servent a les caractériser, ou lorsqu’elle permet d’assister a la 
production de macrophages englobant des amas de bacilles acido- 
résistants, évoquant soit ceux Ges paratuberculoses animales, soit, 
méme, les cellules lépreuses de Virchow. 


GRAINS ENTOURES DE MASSUES. — L’existence de « pseudo-grains acti- 
nomycosiques » provoqués par le bacille de Koch est maintenant clas- 
sique (1), elle a été observée 4 de nombreuses reprises [4], dés 1897, 


(1) Si en 1895 A. Coppen Jones [4] ou en 1918 W. Jensen [2] ont vu des 
formes en massues, semblables 4 des champignons rayonnés dans des 
crachats de tuberculeux ou dans les crotites de parois cavitaires, ces 
images étaient indépendantes des bacilles de Koch situés 4 leur voisinage 
et il ne s’agissait pas la de véritables grains. 
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par Babés et C. Levaditi [3] puis par Friedrich [4]. Schultze [5] et 
Lubarsch [6] les ont aussi obtenus aprés inoculation directe dans les 
organes du lapin; Eastwood [7], aprés injection intraveineuse de 
bacilles de type bovin tués, les a retrouvés dans le poumon du lapin. 

Bien d’autres chercheurs ont étudié cette formation de grains : 
Limousin, en 1924 [8], A l’aide de bacilles paratuberculeux, et enfin 
Kk. et E. Meyer [9], qui, en 1927, provoquent l’apparition de splendides 
massues autour de germes morts de diverses souches de bacilles tuber- 
culeux et paratuberculeux. 

Reprenant ces expériences, mous avons eu recours a la technique 
a’Eastwood et inoculé une série de lapins avec une dose considérable 
de germes en suspension dans l’eau physiologique : 300 mg de la 
souche pathogene H37Rv, ce qui représente 30000 fois la dose habi- 
tuelle injectée au lapin pour différencier les souches bovines et 
humaines. Les lapins qui ont regu cette dose massive de bacilles sont 
restés bien portants pendant quelques jours, et aprés une _ bréve 
maladie, ils sont tous morts entre le dixiéme et le vingtiéme jour 
qui suivent l’inoculation. A J’autopsie, les différents organes étaient 
en apparence normaux, alors que les poumons denses et hémorragiques 
semblaient hépatisés. 

Les poumons des deux lapins ayant succombé le dixiéme jour sont 
caractéristiques (ex. V. 2742 et W. 233). Le tissu pulmonaire est envahi 
par de trés nombreux nodules corymbiformes constitués d’alvéolites 
de toutes sortes et dont la confluence forme de grandes plages ponc- 
tuées de nécrose purulente ou fibrinoide entourées de macrophages et 
de rares plasmodes avec quelques lymphocytes. Comme le faisaient 
prévoir les recherches maintenant classiques de J. Delarue [40], la 
disposition des lésions ne permet pas d’affirmer le mode d’inoculation, 
bien que Ja plupart de ces nodules soient centrés par des vaisseaux 
encore reconnaissables 4 des restes de musculature lisse. Souvent, en 
leur centre, les bacilles sont d’une abondance extraordinaire et forment 
des amas rouge vif, a la coloration de Ziehl, qui font penser que des 
fragments de colonies de bacilles, incomplétement broyés dans la 
suspension, ont formé des embolies dont on retrouve la trace dans 
leur localisation intravasculaire. Plusieurs de ces amas de bacilles sont 
citourés de filaments ou de crosses. La coloration rouge des germes 
tranche sur la teinte bleue du fond et des massues qui forment une 
couronne radiée continue. Cet aspect est parfaitement caractéristique 
de grains actinomycosiques ou fungiques dont les amas sont entourés 
de telles massues. 

Foie, rate, rein comportaient de nombreux micro-nodules de struc- 
ture trés classique et riches en bacilles. 

Des autres lapins, l’un a été sacrifié le cinquiéme jour (ex. W. 203). 
Chez cet animal furent également trouvés des amas de germes, mais 
aucun d’eux n’était environné de massues ; celles-ci semblent donc 
n’apparaitre que plus tard. Les trois derniers lapins inoculés sont 
morts les treizitme, quinziéme et vingtitme jours aprés l’inoculation 
(ex. W. 250, 267 et 290) et leurs poumons contenaient des lésions 
et des grains identiques 4 ceux des deux premiers animaux. La géné- 
ralisation miliaire, visible dans le foie, la rate et le rein, était également 


typique. 
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En résumé, les injections intraveineuses massives de bacilles viru- 
lents ont déterminé la mort des lapins entre dix et vingt jours. Au 
dixiéme jour, des crosses ou massues sont apparues 4 la périphérie des 
amas de bacilles acido-résistants et autour d’eux seulement ; jamais au 
contact de germes isolés, dispersés dans les lésions encore exsudatives. 
Quand les animaux sont morts tard, entre le treizi¢me et le vingti¢me 
jour, les formes pseudo-actinomycosiques persistaient et étaient méme 
plus visibles qu’au début. Par leur topographie, leur forme, leurs 
affinités tinctoriales et la réaction cellulaire de voisinage, elles réali- 


d 


Saient des images identiques a celles des « grains actinomycosiques ». 


AMAS DE BACILLES ENGLOBES DANS DES MACROPHAGES. — Poursuivant les 
contréles expérimentaux au cours des essais précédents, nous avons, 
dans Jes mémes conditions, inoculé des bacilles morts pour réaliser 
la méme expérience que K. et E. Meyer [9]. Les germes de la 
souche H37Rv tués par la chaleur avaient perdu leur pouvoir patho- 
gene et les cellules avoisinantes nous ont offert des images totalement 
différentes des premiéres. 

Deux lapins ayant recu les mémes doses, de la méme souche de 
bacilles H37Rv, tués par la chaleur et inoculés par voie veineuse, sont 
restés parfaitement bien portants. [Ts ont été tous deux sacrifiés 
respectivement vingt jours et vingt-sept jours aprés l’inoculation. Les 
poumons étaient en apparence normaux. Leur examen _histologique 
a montré, pour l’un (ex. W. 291) de petites plages de réticulose non 
folliculaire ou sans caséification, parfois centrées par une cellule 
géante ou par du pus, mais sans grains actinomycosiques, et pour 
Vautre (ex. W. 315) lexistence de rares micro-nodules constitués de 
quelques plasmodes, d’histiocytes et de lymphocytes sans altération 
de la trame pulmonaire. Ces lésions n’ont rien de commun avec celles 
observées avec les germes vivants et les amas de bacilles sont visibles 
dans des plasmodes ; autour d’eux des macrophages non altérés sont 
chargés de nombreux bacilles. 

Par ailleurs, il reste de rares germes dispersés, isolés et qui peuvent 
étre loin de toute lésion. 

Au total : réticulose macrophagique micro-nodulaire, que l’on ne 
rapporterait pas 4 la tuberculose si Von n’en retrouvait les germes 
inoculés dont la forme et les affinités tinctoriales sont restées 
inchangées, et qui sont pour la plupart englobés dans des macrophages 
inaltérés. 

Une seconde lésion expérimentale nous a aussi donné a réfléchir ; 
elle a été obtenue par nos collégues Francoise Grumbach et Noél Rist, 
toujours avec la méme souche virulente H37Rv mais inoculée par voie 
veineuse a la souris. 

La tuberculose expérimentale de la souris est bien connue, mais ce 
type de lésion fut observé par eux dans des conditions particuliéres. 
Il s’agissait d’une souris traitée par un antibiotique, et dont le trai- 
tement, commencé seulement quinze jours aprés l’inoculation, a été 
poursvivi pendant trente jours. Aprés cessation des injections, !a 
souris est restée en apparence bien portante pendant plusieurs mois 
avant d’étre sacrifiée. Parmi d’autres lésions plus classiques, c’est une 
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localisation rénale tardive dont l’image est trés spéciale (ex. V. 2579). 
Les bacilles intacts, sams aucun phénoméne de lyse, y sont en amas, 
en paquets, dans les macrophages, presque sans réaction cellulaire de 
voisinage et ne détruisant nullement les tubes uriniféres au contact 
desquels ils se trouvent. 

La encore, comme avec la souche H37Rv tuée, inoculée au lapin, 
des artifices expérimentaux avaient permis de réaliser au laboratoire 
des Iésions non observées au cours de la tuberculose humaine. Cet 
aspect nous a rappelé les lésions que provoquent d’autres maladies 
microbiennes, mais qui, comme pour les pseudo-grains actinomyco- 
siques, sont causées par des germes ayant en commun certains carac- 
téres, comme les lésions de l’entérite hypertrophiante des bovidés 
provoquée par le bacille de Johne, ou méme celles de la lépre lépro- 
mateuse, dont la cellule caractéristique avait été décrite par Virchow : 
macrophages globuleux chargés de bacilles de Hansen et dans lesquels 
ils se disposent en amas fasciculés. 


ConcLtusion. — Une souche de Mycobacterium tuberculosis de type 
bumain virulente, comme la souche H37Rv, a permis, au laboratoire, 
selon les conditions expérimentales auxquelles elle a été soumise, de 
produire dans les tissus des effets pathogénes totalement différents de 
ceux que réalise la tuberculose humaine, pourtant déja trés poly- 
morphe. Aspects lésionnels cependant parfaitement connus, mais qui 
sont l’apanage d’autres affections, comme les grains fungiques des 
maduromycoses, ou bactériens de l’actinomycose d’une part, ou de 
cellules macrophagiques analogues a celles de la paratuberculose bovine 
4 bacille de Johne, ou aux cellules de Virchow de la lépre lépromateuse, 
d’autre part. 


SUMMARY 


EXPERIMENTAL PRODUCTION OF GRAINS SURROUNDED BY CLUBS AROUND 
AGGREGATES OF AcIp-FAST M. tuberculosis. 


It has been possible, with the human virulent strain H37Rv, subjected 
to various experimental conditions, to induce in rabbit tissues, patho- 
genic effects quite different from those observed in human _ tuber- 
culosis. These lesions are well known, but they are generally 
found in other pathological conditions: fungic grains of maduro- 
mycosis, bacterial grains of actinomycosis, or macrophage cells, like 
those observed in bovine paratuberculosis (Johne’s bacillus), Virchow’s 
cells in Jepromatous lepra. 
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SENSIBILITE ET RESISTANCE 
DU BACILLE TUBERCULEUX A LA CYCLOSERINE 


ETUDE DE 115 SOUCHES 
ISOLEES DE PRODUITS PATHOLOGIQUES HUMAINS 


par J. VIALLIER, R.-M. CAYRE et N. BIOT. 


(Institut Pasteur de Lyon) 


La cyclosérine exerce sur le bacille tuberculeux une action bactério- 
statique qui a été étudiée in vitro par Barclay et Russe [4], Patnode, 
Hudgins et Cummings [2, 3], J. Brun, J. Viallier et R.\M. Cayré [4]. 
La sensibilité du bacille est plus grande sur milieu solide qu’en milieu 
liquide. Sur milieu solide de Léwenstein, une concentration d’anti- 
biotique de 6 pg/cm* inhibe le développement de la majorité des 
souches. La technique que nous avons couramment utilisée a recherché 
Vactivité bactériostatique de l’antibiotique en milieu liquide de Youmans 
+ sérum de cheval. La souche préalablement isolée est ensemencée (1) 
dans des tubes témoins ou contenant l’antibiotique & des concentra- 
tions variables. La lecture des résultats est faite aprés un séjour de 
douze 4 quinze jours a l’étuve a 37° et l’on ne tient compte que des 
résultats macroscopiques par rapport au témoin. 


1° La cyclosérine a été présentée comme un antibiotique instable. 
G.M. Conzelman [5] a trouvé qu’une solution 4 50 wg/cm? se détrui- 
sait trés rapidement A la température du laboratoire, dans la pro- 
portion de 68 p. 100. Nous avons dosé chimiquement, par la méthode 
de Jones [6, 7] la quantité de cyclosérine contenue dans les tubes de 
milieu de Youmans + sérum de cheval ayant servi A titrer la sensi- 
bilité de différentes souches, et restés douze jours 4 |]’étuve a 37°. 
Nous avons noté, au cours de différentes expériences, qu’il y avait 


(1) Ensemencement aussi régulier que possible, avec une quantité voisine 
de 0,1 cm? par tube de 3 cm% de milieu, d’une suspension de Vordre de 


10—3 mg/cm. 
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une diminution incontestable de la quantité de cyclosérine chimi- 
quement dosable par rapport 4 la quantité théorique introduite dans 
le tube au moment ow la galerie est préparée, mais cette destruction 
reste minime comme le montre le tableau suivant : 


CONCENTRATION CONCENTRATION TROUVEE PAR DOSAGE 
THEORIQUE EN pg/cM3 EN pg/cm? apnbs 15 sours DE sésouR A 37" 


SO aE a eh, 55, 65, 5, 3 5, 5,25, 6, 6, 3,50, 6 
10 de eee 9, 9, 8, 7, 9, 9, 9,5, 10, 9, 10 

i oe ee ee 13, 13,12, 12 12,123. 1s is ea 
Ott: Sauer ees 23, 23. 21, 20, 22 22, 235, 93, 22, 235 
Bi eltted i area 44, 45, 42, 40, 42, 44, 45, 46, 44, © 


Ces divergences se sont améliorées en méme temps que nous avons 
précisé la technique du dosage et nous n’avons plus retrouvé les 
quelques chiffres anormalement bas, notés au début de 1l’expérimen- 
tation. 

Nous avons, d’autre part, pour préparer nos galeries de sensibilité, 
utilisé une solution de cyclosérine en eau distillée stérilisée, ou en 
sérum de cheval, que nous avons laissée huit jours durant a la gla- 
ciére A 4°. Les tests de sensibilité effectués pour une souche de bacilles 
nous ont donné des résultats trés sensiblement identiques et compa- 
rables 4 ceux obtenus en utilisant une solution de cyclosérine en eau 
distillée fraichement préparée. Nous n’avons pas pu préciser la concor- 
dance existant entre l’activité biologique et les résultats du dosage 
chimigue. 

La recherche de la sensibilité d’une souche isolée par cette méthode 
reste valable pour la cyclosérine, comme pour les autres anti- 
biotiques. 


2° Les travaux de Patnode, Hudgins, Cummings ayant montré 
Vinefficacité in vivo de la cyclosérine sur la tuberculose expérimentale 
du cobaye, nous avons recherché in vitro, en utilisant le milieu de 
Youmans activé par différents sérums, celui qui paraitrait le plus 
propice a l’activité bactériostatique de la cyclosérine. Les sérums de 
cobaye, de lapin et de hamster se sont montrés défavorables. Le sérum 
de cheval nous a donné, pour des concentrations équivalentes et des 
bacilles identiques, une activité bactériostatique légérement plus 
marquée. D’autre part, une solution de cyclosérine en eau distillée 
contenant 50 wg/cm%, a été diluée a parties égales avec des sérums 
de cohaye, de cheval, de mouton et des sérums humains de différentes 
provenances. Différents échantillons ont été prélevés aprés conserva- 
tion, durant un temps soigneusement noté, vingt-quatre heures ou 
quarante-huit heures, soit 4 0°, soit 4 37° [8] ; 130 dosages pratiqués 
en utilisant la méthode de Jones nous ont montré qu’en présence de 
sérum de cobaye ou de lapin, la concentration de la cyclosérine apparait 
plus basse que lorsque la méme quantité est en présence de sérum de 
mouton ou de cheval, sans qu’il y ait du reste des écarts considérables 
entre les différents chiffres obtenus. Le séjour A la glaciére ou A l’étuve 
a 37° ne nous a pas permis de constater de divergences notables. 
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3° Dans ces conditions, la méthode ainsi précisée a été utilisée pour 
rechercher la sensibilité a la cyclosérine de 115 souches de bacilles 
tuberculeux. Toutes ces souches ont été isolées de l’expectoration ou 
de piéces d’exérése de sujets atteints de tuberculose pulmonaire et 
traités ou non avec de la cyclosérine. L’isolement de la souche a été 
effectué sur milieu solide, aprés traitement par l’acide sulfurique ou 
le méthyl-phényl-dodécyl-triméthyl-ammonium [9]. L’ensemencement 
des tubes témoins ou contenant l’antibiotique a été réalisé 4 partir 
d’une culture intermédiaire, au douziéme jour, en Dubos au Tween 80. 
Les concentrations de cyclosérine utilisées étaient de 6,25, 10, 12,5, 
25 et 50 wg/cm$. 

La lecture a été faite aprés quinze jours de séjour a l’étuve a 37°. 
L’ensemencement fut aussi régulier que possible. 

Dans une premiére série de recherches ayant porté sur 24 souches 
de Mycobacterium tuberculosis var. hominis, au quinziéme jour 
8 avaient une sensibilité comprise entre 6,25 et 12,5 wg et 16 entre 
12,5 et 25 wg, la plupart voisine de 15 yg/cm’. 

Pour 115 souches, la sensibilité 4 la cyclosérine est apparue variable 
selon que l’organisme dont le bacille a été isolé avait ou n’avait pas 
regu antérieurement de la cyclosérine. 

Le tableau I résume la sensiblité de la souche selon la dose totale 
de cyclosérine administrée antérieurement, les bacilles ayant été isolés 
en cours de traitement. Nous avons tenu compte aussi du fait que le 
sujet avait recu de la cyclosérine isolée (premier chiffre) ou associée 
avec un ou plusieurs autres antibiotiques (deuxiéme chiffre). 


TaBLEAu I. 


Sensibilité & la 
eyclosérine compri- | En=- Au- 
se en pe/cm? entre deca 6,25 50 dela 


33 souches isolées 
avant tout traite- 
ment 


Dose totale de 
cyclosérine ad- 
ministrée en g: 


(82 souches) 


Nombre total de 
souches 


Trente-deux souches de bacilles avaient été isolées de tuberculeux 
pulmonaires n’ayant jamais regu, auparavant, l’antibiotique. La majo- 
rité de ces derniéres souches, soit 13, étaient sensibles 4 une concen- 
tration d’antibiotique comprise entre 10 et 12,5 wg; une seule avait 
sa croissance entiérement inhibée par une concentration de 6,25 ug ; 
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quelques autres avaient originellement une sensibilité bien inférieure. 
Une souche, provenant d’un sujet traité peut-étre antérieurement, 
mais dont le traitement avait été arrété depuis plus de trois mois, avait 
une sensibilité comprise entre 10 et 12,5 pg. 

Quatre-vingt-deux souches avaient été isolées de sujets trailtés par 
Vantibiotique, souvent en quantités importantes: leur sensibilité, 
dans de nombreux cas, était fortement diminuée ; 15 d’entre elles 
étaient insensibles & une concentration égale ou supérieure 4 25 pg/cm*. 

Cette diminution de la sensibilité a l’antibiotique, au fur et 4 mesure 
qu’augmente la quantité d’antibiotique recue par le sujet, apparait 
plus nettement lorsqu’on considére la sensibilité des différentes souches 
isolées chez un méme sujet au cours du traitement. Ces faits prouvent 
la réalité de lacquisition d’une résistance, primitivement niée, 
reconnue par la suite [410, 44, 42, 43]. 


4° Si l’on compare les taux de sensibilité des bacilles isolés aux 
meilleurs taux sanguins que permet d’obtenir l’administration de 
l’antibiotique, on s’apercoit que l’écart reste le plus souvent minime, 
aussi bien chez l’animal d’expérience que chez l’homme. Nous avons 
pu le constater en dosant la cyclosérine par méthode chimique dans 
les visceres ou le sang [8]. C’est pourquoi le sang, en particulier, 
piélevé chez des sujets en cours de traitement, n’exerce pas d’activité 
bactériostatique évidente in vitro sur les souches de bacilles tuber- 
culeux isolées, comme nous l’ont montré 40 prélévements effectués 
chez 15 sujets. 

En conclusion, l’activité bactériostatique de la cyclosérine in vitro 
ne s’exerce sur le bacille tuberculeux qu’a des concentrations relati- 
vement élevées. La sensibilité du bacille est diminuée lorsqu’il est 
isolé d’un organisme traité. L’écart entre les concentrations sanguines 
habituellement obtenues in vivo et celle qui est nécessaire pour obtenir 
une bactériostase totale in vitro est le plus souvent minime. Pour cette 
raison la bactériostase ne peut se manifester habituellement avec le 
sang éprouvé in vitro. 


SUMMARY 


SENSITIVITY AND RESISTANCE OF THE TUBERCLE BACILLUS TO CYCLOSERIN. 
Stupy or 115 sTRAINS ISOLATED FROM HUMAN MATERIAL. 


In vitro, cycloserin is bacteriostatic for the TB only at ratber high 
concentrations. The TB are less sensitive when isolated from patients 
having been treated with cycloserin. The difference between blood 
levels generally observed in vivo and the concentrations required to 
obtain a total bacteriostasis in vitro is generally very small. 
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OBTENTION 
D'UN MILIEU SELECTIF POUR L’ISOLEMENT 
DES BRUCELLA EN PRODUITS CONTAMINES 


par L. CARRERE, J. ROUX et M"* A. SUIRE. 


(Laboratoire de Bactériologie, Faculté de Médecine de Montpellier) 


Depuis 1’étude du milieu W de Felsenfeld par Kuzdas et Morse, plu- 
sieurs auteurs ont apporté des modifications 4 ce milieu ; la plupart 
étaient dictées par les difficultés 4 se procurer des produits constituants 
du milieu W, en particulier actidione et circuline. 

Indépendamment de ces travaux, nos recherches ont eu pour but 
d’utiliser des produits plus faciles 4 se procurer et d’étudier leur 
action sur les Brucella et sur les principaux microbes de contamina- 
tion. Nous avons pu constater le comportement différent des souches 
de Brucella, au sein d’une méme espéce, vis-a-vis des diverses sub- 
stances : ceci nous a conduits 4a étudier les divers produits vis-a-vis 
d’un assez grand nombre de souches de Brucella. 

Les germes de contamination & éliminer sont essentiellement : les 
germes mycosiques, dont l’apparition est d’autant plus fréquente que 
les prélévements pour recherche de Brucella doivent rester plus long- 
temps en incubation, les cocci Gram positif, les Entérobactéries (essen- 
tiellement Proteus et Escherichia coli), les Pseudomonas et les germes 
de contamination aérienne (Bacillus substilis, Serratia). Il parait peu 
possible d’obtenir un milieu qui soit, d’une part, de facon absolue, 
empéchant pour tous ces microbes, en général peu exigeants et résis- 
tants, et qui, d’autre part, ne géne en aucune maniére le développe- 
ment des Brucella. Il suffit d’obtenir un milieu qui entrave la culture 
de ces germes indésirables dans une proportion telle que les Brucella 
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aient la possibilité de se développer. En pratique, il faut obtenir un 
nombre inférieur de colonies et un démarrage plus lent des cultures 
parasites. 


CHOIX DES ANTIBIOTIQUES. — I] faut éliminer d’emblée les antibiotiques 
actifs sur les Brucella: streptomycine, chloramphénicol, groupe des 
tétracyclines, érythromycine. Les antibiotiques essayés sont : pénicil- 
line, bacitracine, néomycine, framycétine, polymyxine. Une recherche 
rapide par la méthode des disques permet d’apprécier l’action de 
Vantibiotique et d’en éliminer certains. S’il y a lieu, une recherche 
précise par dilutions successives en tubes permet d’apprécier exac- 
tement la sensibilité. Ces recherches ont porté sur 16 souches de meli- 
tensis, 9 souches d’abortus et 3 souches de suis. Le tableau I indique 
le diamétre, en millimétres, des auréoles de bactériostase autour des 
disques : diamétres donnés par la souche la moins sensible et par la 
souche la plus sensible. Le chiffre 0 indique l’absence totale d’auréole 
autour du disque. 


TasLeau I. 
B. MELITENSIS B. ABORTUS B. suis 
Néomycine ,....... 12-37 13-37 22-42 
Framycétine ...... Miesi7i 12-32 15-42 
Pénicilliné ........ 0-24 0 0 
Bacitracine’ ss.1ee.: 0 0 0 
Polymyxine Seas. 0 0 0 


La néomycine et la framycétine doivent donc étre éliminées 
d’emblée. Un melitensis est assez sensible 4 la pénicilline ; d’autres, 
bien que passant a la limite du disque, donnent a cet endroit une 
culture plus fine: dans ces conditions, il est également préférable 
d’éliminer cet antibiotique. 

Les deux derniers antibiotiques, polymyxine et bacitracine, ont été 
étudiés en milieu liquide par la méthode des dilutions. Avec la baci- 
tracine, la plupart des souches résistent & 25 ywg/cm* de milieu (soit 
250 U) ; toutefois, deux souches de melitensis résistant A 12 ug sont 
sensibles 4 des doses supérieures. La bacitracine peut donc étre 
employée a des doses ne dépassant pas 120 000 U/l de milieu. En fait, 
en raison de son action sur les bactéries Gram positif, bien étudiée 
par nombre d’auteurs, une dose bien plus faible sera suffisante. Nous 
Vutiliserons a la dose de 30000 U/1 de milieu. 

La polymyxine est en général inactive & des doses assez élevées 
(250 U, 120 U), mais un melitensis, un abortus et un suis ont été 
trouvés sensibles 4 0,9 U/cm3. Nous limiterons donc Vemploi de la 
polymyxine & la dose trés faible de 900 U/l de milieu. 


ErupE pu suNoxoLt, — Le sunoxol (nom déposé par R. A. L.) est du 
sulfate neutre d’oxyquinoléine ; puissant antiseptique et antimyco- 
sique, il est toutefois inactif sur certaines bactéries 4 Gram néeatif. 
Nous ulilisons ce produit depuis déja longtemps dans les milieux des- 
linés 4 l’analyse des eaux d’alimentation, ow il permet la croissance 
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des Entérobactéries. Nous avons étudié son action d’une part sur les 
Brucella, d’autre part sur les germes qu’on souhaite éliminer. Dans 
le tableau II, nous avons indiqué par une croix la positivité des 
cultures. Ces essais ont été faits en milieu liquide. 


Tasieau II. 
: Concentration du milieu en sunoxol : 


I Ir I i I lee 


{Br melitensis 74 = + + 
A lakey FICS (2 - + 
{3r melitensis 8 - - + 
‘Br melit. 9 - - + 
"Bp -melite 6 - - - 
‘Br melit. 12 - = - 
‘Br abortus 3 = = = 
‘Br abortus 24 - - - 
;Br abortus 25 = S = 
{Br abortus 5 = = = 
,Br sutee~ I - = = 


+ 


AYSRS ane) Soe Sues ae Ma Oe 
t+eteteteeetete st 


Ao a oe he 


:Staphylo. blanc - = = = 
:Staphylo. doré - - ~ = 
:Entérocoque - - - - 
:Serratia = a = = 
:Moisissures = 
7B. Subtilis = 
:Bsch. coli + 
:Fseudom. fluoresce + 


eats ts 


++ 
++ 
+++ 
t+++yrtt+i 
Se a 


Le sunoxol, 4 la concentration de 1/320 000 dans le milieu permet 
donc la croissance des Brucella, inhibe les cocci Gram _ positifs, les 
moisissures (Aspergillus, Penicillium), les Serratia. Il reste sans effet 
sur Pseudomonas fluorescens et Escherichia coli. Bien que le sunoxol 
soit actif sur Bacillus subtilis, la dose compatible avec la pousse des 
Brucella est sans effet sur ce germe. 

Cette concentration a été essayée sur milieu solide albimi-agar. Ces 
essais confirment les données précédentes avec toutefois deux restric- 
tions ; les moisissures arrivent & pousser en cing jours en donnant 
23 p. 100 du nombre de colonies des tubes témoins, les Serratia 
poussent en donnant 40 p. 100 du nombre de colonies des témoins. 
Pour ces deux catégories de germes, ]’inhibition n’est donc pas totale, 
mais un effet important et suffisant se manifeste. 


EssAIs AVEC LA NYSTATINE (1). — Cette substance, isolée de Strepto- 
myces noursei, a un spectre d’activité étendu sur les germes myco- 
siques ; elle est pratiquement sans effet sur les bactéries communes. 
Nous avons vérifié qu’elle n’avait aucune action, méme a dose trés 
élevée sur les Brucella. 

L’unité de nystatine est la plus petite quantité qui inhibe comple- 
tement la croissance d’une souche témoin de Saccharomyces cerevisiae 


(1) Nous tenons 4 remercier Jes Laboratoires Squibb qui nous ont fourni 
la nystaline. 
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dans 1 cm? de bouillon (équivalent pondéral : 1 mg voisin de 3 700 U). 
Le lot de poudre qui nous a été adressé par les laboratoires Squibb 
contient 3820 U par mg. fi , 

Quelques propriétés de cette substance conditionnent sa manipula- 
tion ; elle n’est pas soluble dans l'eau, elle s’altere rapidement a Vair. 
Enfin, la poudre qui nous a été donnée nvest pas stérile. Nous pallions 
ce dernier inconvénient grace a la technique de Drouhet : 60 mg de 
nystatine sont laissés en contact vingt-quatre heures avec 1 cm* 
d’alcool & 95°. Aprés vingt-quatre heures, on utilise directement cette 
suspension A raison de 0,5 cm* de suspension alcoolique par litre de 
milieu de culture, soit 30 mg de nystatine. La quantité d’alcool devient 
alors négligeable par rapport au volume total du milieu. En utilisant 
directement la suspension alcoolique, qu’on met dans le milieu solide 
réparti en ballon de 1 litre, on limite ainsi les manipulations au strict 
indispensable. 


UriisaTIon pE L’kosine. — Les résultats obtenus par l'utilisation 
d’antibiotiques et du sunoxol ne permettent toutefois pas de négliger 
l’appoint bactériostatique des colorants. Nous éliminons évidemment 
d’emblée les colorants actifs sur certaines Brucella et, aprés divers 
essais, nous avons retenu l’éosine R. A. L. qui, utilisée au 1/40 000, 
permet la croissance de toutes les souches de Brucella. 

A cette concentration, ]’éosine a une action trés marquée sur le 
staphylocoque blanc, sur B. subtilis, légére sur les staphylocoques 
pathogénes. Mais son intérét réside surtout dans son pouvoir bactério- 
statique, vis-a-vis du Proteus. Une boite de Petri largement ense- 
mencée avec du Proteus ne montre que 30 colonies en présence d’éosine 
au 1/40 000, alors que les boites témoins sont envahies par un film 
continu. C’est essentiellement en raison de cette activité anti-Proteus 
que nous retenons |’éosine. 


Minieu DE BASE. — Dans tous ces essais nous avons utilisé comme 
milieu de base l’albimi-agar, qui est certainement le meilleur milieu 
pour l’isolement et la culture des Brucella. Toutefois ce milieu devant 
étre importé en France peut faire défaut. Aussi l’avons-nous remplacé 
dans plusieurs essais par le houillon gélosé ordinaire, glycériné 
A 2 p. 100. Les résultats restent trés satisfaisants, bien que les Brucella 
poussent moins vite que sur albimi. 

Notre milieu final est ainsi composé : le milieu de base, albimi-agar 
ou a défaut gélose glycérinée A 2 p. 100, est ajusté A pH 6,8, réparti 
en ballons de 1 1 et stérilisé. Les autres produits, préparés en solutions 
séparées, sont ajoutés stérilement. L’expérience montre que ces produits 
sont stériles, 4 I’exception de la nystatine qui doit étre stérilisée par 
Valcool. On ajoute donc, pour 1 1 de milieu : 

Sunoxol en solution en eau distillée au 1/3 200: 10 cm3 (solution 
finale, 1/320 000) ; 

Eosine : solution au 1/400 : 10 cm? (dilution finale, 1/46 000) ; 

Nystatine : solution alcoolique, 60 mg pour 1 cm? d’alcool : 0.5 cm? 
(dilution finale, 30 mg/l) ; 

Polymyxine : 900 U. 

Bacitracine : 30 000 U. 
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ConcLusions. — Ce milieu a été utilisé pour la recherche des Brucella 
dans des produits infectés : fumiers, avortons d’ovins, laits, etc. avec 
des résultats trés satisfaisants qui seront rapportés par ailleurs. En 
outre, le milieu peut étre conservé en culot dans des tubes et étre 
ensuite fondu pour éltre incliné; il n’est nullement altéré par ce 
chauffage. Ce sont surtout les recherches épidémiologiques qui peuvent 
hbénéficier d’un tel milieu. 


Résumé. — Les auteurs éludient successivement l’action de divers 
antibiotiques sur les Brucella (néomycine, framycétine, pénicilline, 
bacitracine et polymyxine), l’action du sulfate neutre d’oxyquinoléine 
(sunoxol), de la nystatine et de 1’éosine. Ils concluent en proposant 
un milieu sélectif pour lisolement des Brucella dans les produits 
contaminés, utilisant l’albimi-agar additionné de sunoxol, d’éosine, de 
nystatine, de polymyxine et de bacitracine. 


SUMMARY 


A NEW SELECTIVE MEDIUM FOR THE ISOLATION or Brucellae 
FROM CONTAMINATED MATERIAL. 


The authors study the effect of various antibiotics (neomycin, fra- 
mycetin, penicillin, bacitracin, polymyxin), of neutral oxyquinolein 
sulfate (sunoxol), of nystatin and eosin, on Brucellae. They have 
devised a selective medium, constituted of albimi-agar to which are 
added sunoxol, eosin, nystatin, polymyxin and bacitracin. The results 
are insufficient with penicillin and framycetin. 


LA RAGE HUMAINE AU NORD VIET-NAM EN 1955 


par P. KIRSCHE. 


(Institut Pasteur de Hanoi, Nord Vietnam) 


Au cours de l’année 1955, il a été possible d’examiner 41 personnes 
atteintes de rage. Ces cas se répartissent comme suit : 


Vanivaenen telstaeias oe oe serceds 2 MUM tis repeborcvenctovevsteresekerevecsreye 1 
REVRLET awardees rane wheter 5 INOUE eee sera ree sree 4 
ETE poanodnancnouoomn cae 1 Septembre. (ise. scien aici 2 
AcoP illite Menus. fae. uiaerstneres ae 5 Octobre cs caceyse 6 
Males eer aactaroscntetn memes. 5 Novembre ei metas icles oe 4 
aN UU its evatanrseateks 3), svete ieterel lave 4 DWécembre: seer saves sic 4 


Ces personnes sont toutes décédées deux A quatre jours aprés leur 
présentation 4 Ja consultation. 
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Par ailleurs, 102 cas de rage humaine ont été signalés par des consul- 
tants mordus par les mémes animaux que les personnes décédées ou 
ayant été en contact avec ces malades. Or, s’il est parfois difficile 
d’obtenir des renseignements précis sur le siége et surtout sur la date 
de la morsure, il est impossible de ne pas ajouter foi au diagnostic 
posé, la rage étant une affection parfaitement connue et analysée par 
les Vietnamiens. 

De cette statistique il est permis de tirer quelques conclusions. 


A, CoNCLUSIONS CLINIQUES. — 1° Forme de la maladie: a) Tous les 
cas de rage humaine observés étaient du type furieux, aucun cas ne 
s’est accompagné de paralysie. 

b) Si les caractéres classiques étaient toujours observés, il faut noter 
cependant que la fiévre, qui prend parfois au début un type pseudo- 
palustre, ne dure jamais plus de deux jours sous sa forme aigué vt 
les malades présentés a la consultation sont souvent peu fébriles, ce 
qui contraste avec une transpiration abondante. Signe constant du 
début : les fourmillements au niveau du membre mordu ; ces fourmil- 
lements se transforment rapidement en douleurs qui se généralisent 
progressivement. 

L’angoisse lucide de ces malade est particulitrement impressionnante, 
surtout quand elle est observée chez de jeunes enfants. La période 
terminale devient pour le médecin, impuissant malgré anesthésiques 
et produits de déconnexion, un véritable cauchemar en présence de 
ces malades ficelés et réclamant d’une voix suppliante ou excitée, une 
euthanasie impossible & appliquer. 

2° Evolution :; a) La durée de la maladie déclarée n’excéde, en général, 
pas cing a six jours, mais bien souvent, entre le premier symptéme 
observé et la mort, 1’évolution se fait en quatre jours, elle est rarement 
moindre. 

b) L’incubation est trés variable pour des morsures de localisation 
et de gravité identiques, méme en ne tenant compte que des sujets 
susceptibles de fournir des renseignements approximativement précis. 
ce qui oblige a éliminer prés de 40 p. 100 des cas. 

On obtient alors les chiffres suivants : 


MoyYENNE MAxIMa Minima 
Pied dtaenveoetresieiee 73 150 19 
TAIT sa atetare ceases oe 49 36 90 28 
MiNoite: wy SG daeecnahe 245 42 7 (2) 
Maine aces Sea apne RLS) 90 vas 
BLAS” cnohcnet ome cer 28,5 40 17 
Pater ict namivaae 12 16 4 (3) 


On voit done que les délais d’incubation sont, en moyenne, plus 
courts que ceux qu’on observe dans la majorité des autres pays, mis 
a part les cas de morsures par animaux sauvages. I] faut noter que, 
au Nord Vietnam, les observations de rage renforcée ne sont pas excep- 
tionnelles. Mais cette notion permettra de comprendre les faux échecs 


et l’inefficacité de la thérapeutique chez certains mordus. 
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3° Thérapeutique : a) Un certain nombre de ces personnes se pré- 
sentent avec un retard important allant parfois jusqu’A quatre-vingts 
jours. Etant donné les délais d’incubation, la régle appliquée & 1’Institut 
Pasteur de Hanoi prévoit, en général, le refus de tout traitement chez 
les mordus se présentant aprés le trentiéme jour. Pour l’ensemble des 
cas, en effet, la diffusion du virus est déja telle que le traitement est 
certainement inutile et que son application risquerait de porter préju- 
dice au crédit de la méthode. 

b) Depuis la fin de l’année 1955, des essais thérapeutiques ont été 
entrepris, surtout pour les mordus de la face, avec le sérum fabriqué 
a l'Institut Pasteur de Hanoi et dont la valeur neutralisante a été 
confirmée par le professeur Lépine du Service des Virus A l'Institut 
Pasteur de Paris. 40 cm* sont injectés en une seule fois et on y ajoute 
150 unités de hyaluronidase pour favoriser la diffusion. L’injection de 
sérum est complétée par un traitement par le vaccin phéniqué. 


B. Conciusions kereiMioLociques. — Au Nord Vietnam la rage est une 
affection endémique, et la statistique des décés ne permet pas de 
déterminer des périodes de poussées épidémiques nettes. On observe 
des variations dans les chiffres mensuels de consultants, mais ces 
variations sont bien souvent le fait de causes économiques et régionales, 
en particulier des travaux des champs. 

Cette notion d’endémicité entraine, pour le médecin chargé de la 
consultation, une obligation morale d’appliquer une thérapeutique 
peut-étre inutile parfois, mais pour laquelle il ne posséde aucun élé- 
ment de détermination. En effet, bien souvent, aprés la morsure, 
Vanimal est vendu ou abattu sans que son bulbe soit envoyé au Service 
Vétérinaire, chargé des inoculations. Il devient impossible de savoir 
si l’animal était ou non enragé ; ou bien encore l’animal mordeur est 
un de ces nombreux chiens errants, sans propriétaire connu. II est 
donc A priori suspect étant donné l’impossibilité ot l’on se trouve de 
connaitre l’état de santé de l’animal. 

Quoi qu’il en soit, l’impression d’une thérapeutique inutile est 
fréquente. C’est que le chien est, au Vietnam, autant et méme plus 
un animal de boucherie qu’un animal de défense ou de luxe, ce qui 
n’entraine pas pour cela l’idée d’un régime de faveur. Assez souvent 
molesté, s’il tolére et parfois s’attache 4 son maitre, le réflexe normal 
et naturel de cet animal est la peur et le moindre geste, la moindre 
odeur inconnus, donc suspects, provoquent, de sa part, une réaction 
de défense qui est l’attaque et la morsure. C’est ainsi qu’il est fréquent 
de voir attaquer des personnes, alors qu’elles entrent dans la maison 
d’un voisin ou des enfants qui jouent bruyamment sur le devant de 
la maison du propriétaire de 1l’animal. 

Il faut cependant signaler que l’endémie rabique, au Nord Vietnam, 
n’occasionne qu’une perte de vies humaines trés faible si on la compare 
aux autres endémies, telles que paludisme, tuberculose, etc. De plus, 
il faut reconnaitre qu’un méme chien enragé ne transmet son affection 
qu’A un nombre trés restreint des individus mordus, parfois dans ta 
proportion de 1 sur 10. 

Il n’en demeure pas moins que cette endémie occasionne des décés 
et entraine des frais importants tant thérapeutiques qu’économiques, 
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les patients étant souvent astreints 4 des déplacements longs et onéreux. 

C’est donc aA la notion d’une prophylaxie d’ordre général qu on 
aboutit. Réglementation de la circulation des chiens, vaccination obli- 
gatoire sont des méthodes qui ont fait leur preuve dans d'autres pays 
et qui, appliquées au Nord Vietnam, devraient donner d’aussi specta- 
culaires résultats. 


SUMMARY 


HUMAN RABIES IN NORTHERN VIETNAM IN 1955. 


Clinical and epidemiological study. In 1955, 41 cases were observed. 
The patients, who came to treatment a long time after having been 
bitten, died in two to four days. The incubation period seems to be 
shorter than in other countries. 


ETUDE D'UN VIRUS APC (ADENO-VIRUS) 
ISOLE D'UN CAS DE PNEUMOPATHIE MORTELLE 


par Vicror1a DROUHET 
(avec la collaboration technique de Henaierre GOAREGUER). 


(Laboratoire de la Société d'Etudes et de Soins pour les Enfunts 
poliomyélitiques (*). [Président : Professeur Ropert DEBRE]) 


Aprés la découverte par Rowe, Huebner et coll. [1], en 1953, des 
virus dits « adenoid degeneration agents » présents & l’état latent dans 
les amygdales, Hilleman et Werner [2] démontrent le réle dans la 
pathologie respiratoire de ces virus, appelés adéno-pharyngo-conjonc- 
tivaux (APC). Ultérieurement, d’autres virologues [3, 4, 5, 6, 7, 8, 9] 
ont signalé leur présence liée 4 diverses manifestations pathologiques, 
et les ont groupés derniérement sous le nom d’adéno-virus. 

En France, Sohier [40] constate, par des réactions sérologiques, la 
présence de ces virus chez des sujets sains ou atteints d’affections 
respiratoires bénignes, et isole un adéno-virus du type 7 chez un jeune 
adulte avec atteinte pulmonaire et rénale [44]. 

Au cours d’une épidémie 4A manifestations respiratoires survenant 
chez des nourrissons [42], Lépine et coll. [43] isolent d’un cas de 
pneumc-encéphalite mortelle un adéno-virus (souche P44) dont 1’étude 
virologique est rapportée dans ces Annales. 

Un nouveau cas d’infection mortelle due A un virus APC vient d’étre 
observé, et nous rapportons ici ]’étude du virus qui en fut isolé. I 
s’agit du virus 317, isolé chez un enfant de 4 ans atteint d’une infec- 
tion a début pharyngé, compliquée d’une diarrhée sévére, puis de 
signes respiratoires avec troubles de rythme; les données cliniques, 


(*) S.E.S.E.P., Chateau de Longchamp, Bois de Boulogne, Paris-16:. 
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analomo-pathologiques et épidémiologiques seront décrites en détail 
ailleurs [44]. 


MATERIEL ET TECHNIQUES. — Les prélévements d’autopsie en vue des 
recherches virologiques sont les suivants: fragments de poumons, 
amygdales, trachée, coeur, foie, rate, rein, cerveau et contenu d’une 
anse intestinale. Immédiatement aprés la récolte, 1 g de chaque préle- 
vement est broyé et mélangé dans 10 cm® de la solution saline de 
Hanks, additionnée d’antibiotiques (pénicilline, streptomycine, tétra- 
cycline et nystatine). Aprés deux centrifugations 4 froid le surnageant 
est conservé & — 70°. 

Les cultures cellulaires, utilisées pour l’isolement du virus, sont pré- 
parées 4 partir de reins du singe africain, Erythrocebus patas, selon 
des techniques décrites antérieurement [45]. 0,5 cm* d’extrait d’organes 
ou de matiéres fécales est inoculé dans chaque tube de culture de 
tissu. Aprés un quart d’heure de contact a la température ordinaire 
on ajoute le milieu de survie et les tubes sont mis 4 l’étuve 4 37° en 
position stationnaire. Les examens microscopiques sont effectués tous 
les jours pendant huit jours. Pour une meilleure observation de la 
dégénérescence cellulaire, certaines cultures de tissus, dans des tubes 
a lamelles, sont colorées par la coloration de May-Griinwald-Giemsa. 


R&sULTATS — a) Effet cytopathogéne. — Un effet cytopathogéne trans- 
missible en série sur des cultures de tissu rénal est obtenu avec l’extrait 
de poumon et l’extrait de matiéres fécales. La dégénérescence cellulaire 
commence a la périphérie de la plage épithéliale, pour progresser 
ensuite vers le centre. Les cellules épithéliales deviennent rondes et 
biréfringentes, leur contour est régulier et net ; elles se groupent en 
amas. Cette sorte d’ageglutination, en amas irréguliers, améne la forma- 
tion de trous dans la plage cellulaire. Des brides de cellules réunissent 
des petites plages de tissu encore normal, ce qui donne dans 1]’ensemble, 
au faible grossissement, une image de réseau a4 mailles irréguliéres 
(Goll. tiver, iL, Py, 

Cet effet cytopathogéne est obtenu en quarante-huit heures avec 
l’extrait de matiéres fécales et vers le sixiéme jour seulement avec 
l’extrait de poumon. 

Sur les cultures de tissus, colorées par la coloration de May-Griin- 
wald-Giemsa, on constate que l’effet cytopathogéne du virus se mani- 
feste aussi par une dégénérescence nucléaire. 

Les cellules épithéliales rénales normales ont un noyau ovalaire avec 
1 ou 2 nucléoles bien visibles, une chromatine finement et régu- 
liérement dispersée. La dégénérescence nucléaire se manifeste par un 
gonflement du noyau et l’apparition d’une masse intranucléaire. Cette 
masse n’est pas homogéne. Elle est constituée par de petits éléments 
arrondis de taille différente et d’affinité tinctoriale différente, plus 
ou moins basophiles. Les nucléoles dont la basophilie est plus intense 
restent visibles ; la masse centrale devient plus dense et elle est entourée 
d’une gaine périphérique plus claire, qui la sépare de la membrane 
nucléaire. Cette zone claire est traversée par des petites brides irré- 
guliéres, ce qui donne 4 l’ensemble un aspect de rosace (pl., fig. 3). 
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Les souches de virus APC des types 1, 2, 3 et 4 obtenues grace 
4 Vamabilité du professeur John Dingle (Western Research (University, 
Cleveland) donnent, dans nos conditions de culture, des lésions sem- 
blables A celles que nous avons décrites. 

En conclusion, l’effet cytopathogene transmissible en série se mani- 
feste par des dégénérescences cellulaires et la formation d’inclusions 
intracellulaires, qui ressemblent & celles produites par les virus APC 
et décrites par Rowe, Huebner et coll. [4], par Hilleman et Wenner [2], 
par Neva et Enders [4], par Barski [46], par Lépine, Chany et Robbe- 
Fossat [43]. 

b) Autres caractéres culturauz du virus. — L’adsorption du virus par 
les cellules épithéliales rénales de singe est faible ; cette adsorption 
est proportionnelle au temps de contact et a la quantité de suspension 
virale. Pour cette raison, il est nécessaire d’inoculer une grande quan- 
tité (0,5 & 1 cm%) du matériel contenant le virus (extrait d’organes, 
de matiéres fécales, milieu de culture infecté) directement sur la 
couche cellulaire des cultures et de les laisser en contact quinze 4 vingt 
minutes avant d’ajouter le milieu de survie. 

La propagation du virus des cellules infectées aux cellules saines, et 
sa libération dans le milieu de culture sont trés lentes. Le virus se 
détache difficilement des cellules dans lesquelles il s’est multiplié. 
Dans nos conditions de travail, malgré des passages successifs, le titre 
du virus dans le mijieu de culture ne dépasse pas 10—?, titre déterminé 
au sixiéme jour de lecture et correspondant a un effet cytopathogéne 
de 75 p. 100 de la surface de culture du tissu. Pour des doses minima 
de virus, l’effet cytopathogéne apparait trés tardivement et reste station- 
naire pendant au moins deux semaines, quand survient la dégénéres- 
cence spontanée de la culture. 


LEGENDE DE LA PLANCHE 


Fic. 1. — Début de Veffet cytopathogéne obtenu avec l'extrait de matiéres fécales 

de Venfant Ver. sur les cultures épithéliales du rein du singe Erythrocebus patas. 

Au milieu de la plage de cellules normales, deux cellules présentent des lésions. 
Coloration May-Griinwald-Giemsa. » 350. 


Fic. 2. — Effet cytopathogéne obtenu Je deuxitme jour aprés l’inoculation du 

virus. Les cellules épithéliales sont agglutinées en amas irréguliers. Dans la plage 

cellulaire on observe des trous ; des brides cellulaires réunissent des petites plages 

de tissu normal et l’ensemble donne l'image d’un réseau A mailles irréguliéres. 
Coloration May-Griinwald-Giemsa. x 87. 


Fic. 3. — Méme effet cytopathogéne. Plusieurs stades de la dégénérescence de 
noyaux : a) cellules épithéliales normales : noyau ovalaire avec 1 ou 2 nucléoles 
bien visibles, chromatine finement et régulitrement dispersée; b) dégénérescence 
nucléaire ; des petits éléments arrondis de taille différente, plus ou moins baso- 
philes ; les nucléoles dont la basophilie est intense restent visibles ; c) les éléments 
forment une masse centrale plus dense et qui est séparée de la membrane nucléaire 
par une zone périphérique plus claire ; cela donne dans l’ensemble un aspect de 
rosace. Coloration May-Griinwald-Giemsa. x 670. 
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Un titre final de 10—* est obtenu dans les conditions suivantes . 
quand leffet cytopathogéne atteint 75 p. 100 de la surface cellulaire, 
on détache a l’aide d’une baguette de verre la couche cellulaire restant 
sur la paroi du tube; les cellules infectées sont éclatées par congé- 
lation et décongélation brusques et libérent ainsi une plus grande 
quantité de virus. 

Des propriétés analogues a celles de ce virus, dans nos conditions de 
culture, sont également observées avec les souches types d’adéno-virus 
étudiées (type 1, 2, 3 et 4). 

Les cultures de tissu rénal du singe Cercopithecus aethiops sabeus, 
utilisées comparativement avec celles d’Erythrocebus patas, se montrent 
également sensibles & la multiplication de notre souche ainsi qu’a celle 
des autres souches d’adéno-virus étudiées. 

c) Antigéne fizant le complément. — Le liquide de culture du 
deuxiéme passage du virus, isolé sur les cellules rénales de singe, se 
montre un bon antigéne fixant le complément en présence d’un sérum 
humain contenant des anticorps APC a un titre connu (1). Le typage 
de cette souche est en cours d’étude. 


R&suME ET coNncLusions. — A partir des poumons et des matiéres 
fécales d’un enfant de 4 ans atteint d’une pneumopathie mortelle 
i début pharyngé et compliquée de diarrhée, on a isolé, sur des cultures 
rénales du singe Erythrocebus patas, un agent cytopathogéne transmis- 
sible en série. Il s’agit d’un virus provoquant des lésions nucléaires 
similaires 4 celles produites par les virus APC, et possédant un antigéne 
de déyiation du complément commun avec ces virus. 


SUMMARY 


Stupy or AN APC virus (ADENO-VIRUS) ISOLATED FROM A FATAL CASE 
OF PNEUMOPATHY. 


From the lungs and the stools of a fatal case of pneumopathy with 
pharyngeal involvement, a cytopathogenic agent has been isolated in 
monkey kidney tissue cultures. This virus, which can be serially 
transferred in tissue cultures, induces nuclear lesions, similar to those 
provoked by the APC viruses. A complement-fixing antigen is common 
to this virus and the APC viruses. 
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POSITION PARTICULIERE 
DES ENCEPHALOMYELITES DE TYPE MENGO 
PAR RAPPORT AUX POLIOMYELITES. 
DONNEES CYTOPATHOLOGIQUES /W V/TRO 


par G. BARSKI. 


(Centre de Recherches d’Immunopathologie, 
Hépital Saint-Antoine, Paris) 


Dans un travail précédent [4], nous avons décrit Vadaptation du 
virus de lV’encéphalomyélite Mengo aux cultures de tissus simiens et 
humains in vitro. La souche africaine Mengo [2] que nous avons utilisée 
peut étre considérée comme représentative d’un vaste groupe de virus 
étroitement apparentés, sinon identiques, isolés ces derniéres années 
en dehors de ]’Afrique 4 travers le monde entier : les virus EMC, SK- 
Columbia, MM [8, 4, 5] et au moins trois autres souches isolées aux 
Etats-Unis [6], plusieurs souches, d’origine trés certainement humaine, 
identifiées en Allemagne [7, 8], en Hollande [9, 10], en Pologne [44] 
et une autre encore en Colombie [42]. 

Le réle que jouent en pathologie et en épidémiologie humaines ces 
virus isolés indifféremment a partir des rongeurs, des singes, des 
moustiques et, enfin, de cas d’affections du systéme nerveux central 
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chez homme, reste encore mal déterminé. Leur parenté proche avec 
ceux de la poliomyélite, affirmée par de nombreux auteurs et basée 
sur la communauté de certaines propriétés (taille du virus, résistance 
a l’éther, neurotropisme surtout médullaire, présence d’anticorps chez 
Vhomme), a fait Pobjet de longues controverses. 


Cependant, une étude plus étendue de ces virus en cultures cellu- 
laires in vitro a pu nous révéler des caractéres biologiques essentiels 
qui les séparent nettement du groupe des poliomyélites et plus géné- 
ralement des virus entériques humains (groupe ECHO). Cette conclu- 
sion est basée sur des données de trois ordres concernant: a) le 
caractére de la lésion cellulaire in vitro ; b) laffinité pour différents 
tissus cultivés in vitro ; c) la répartition des anticorps spécifiques dans 
les populations humaines. 

Nous rapportons dans cette note les résultats d’une analyse compa- 
rative des lésions cellulaires produites in vitro par le virus Mengo et 
celui de la poliomyélite. Ces observations ont été effectuées aux diffé- 
rents stades de l’infection sur des cellules fixées et colorées, ainsi que 
sur des cellules vivantes suivies en contraste de phase. 


MATERIEL ET TECHNIQUE. — Virus. — La souche du virus Mengo (passage 
sur souris) nous a été fournie par le Dt W.H.R. Lumsden 4 Entebbe. 
Elle est employée dans ce travail aprés 21 passages en cultures de rein 
de singe in vitro [4]. Accessoirement, nous nous servons de la souche 
SK-Columbia recue du Dr Verlinde de Leyde (Pays-Bas). 

Cultures cellulaires. — Nous suivons les techniques habituelles, décrites 
précédemment [43] pour la culture en tubes aplatis des cellules trypsinées 
de rein de singe et de la souche HeLa, ainsi que pour le systéme d’obser- 
vation continue en contraste de phase des cellules vivantes, maintenues 
dans des chambres a perfusion [44]. 

Les colorations au May-Grtinwald-Giemsa, 4 lhémalun-éosine et au vert 
de méthyl-pyronine sont pratiquées respectivement aprés fixation A l’alcool 
méthylique, au Bouin alcoolique et au Carnoy. 


DESCRIPTION DES LESIONS. — Dans les cellules rénales de singe. — 
Avec un inoculum du virus Mengo de 10+ & 10° DI50 dans une culture 
contenant 10° a 10® cellules, toutes les cellules sont pratiquement 
atteintes quarante-huit heures apres l’infection. La nappe cellulaire 
prend alors un aspect rétracté, irréguliérement déchiqueté et se détache 
rapidement du verre. 


Les cellules individuelles, observées en contraste de phase, montrent 
une rétraction brutale qui s’accompagne d’émission de ramifications 
cytoplasmiques plus rares, beaucoup moins étendues et moins embran- 
chées que celles observées couramment dans les mémes cellules infec- 
tées avec les virus poliomyélitiques (voir pl. J, fig. 1-2 et 3-4). 

Sur des préparations colorées, la lésion cellulaire est au premier stade 
surtout nucléaire : la membrane nucléaire se plisse, puis le noyau se 
rélracte rapidement et son contenu se fragmente en gros amas forte- 
ment colorés par |’hémalun et le vert de méthyle, et agglutinés princi- 
palement vers les parois nucléaires Les nucléoles, avant de disparaitre, 
se distinguent dans un noyau déja trés altéré par une pyroninophilie 
intense. 
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La coloration du cytoplasme a la fois par les colorants acides et 


basiques s’intensifie d’abord, puis baisse pour disparaitre entiérement 
aul moment ot le noyau, rétracté et pycnotique, retient encore forte- 
ment les colorants basiques. 

A aucun moment de l’infection, on ne constate de masse ou d’inclu- 
sion cyloplasmique centrale éosinophile, ni de granulations basophiles 
périphériques (voir pl. II, fig. 5 et 6). 

Dans les cellules de la souche HeLa, — Ici encore, avec le méme 
inoculum viral, l’ensemble de la culture montre des signes de souf- 
france entre le deuxiéme et le troisitme jour. Les cellules individuelles, 
dans la mesure ow elles sont atteintes par linfection, se rétractent 
(voir pl. II, fig. 7 et 8) et se détachent rapidement des parois du tube ; 
la nappe cellulaire a ainsi tendance A se désintégrer d’une facon 
beaucoup plus prononcée que dans le cas des cultures infectées avec le 
virus poliomyélitique. 

A l’examen au fort grossissement, un léger plissement de la mem- 
brane nucléaire apparait comme le premier signe de souffrance cellu- 
laire. Au stade de rétraction de la cellule, son cytoplasme, observé en 
contraste de phase, devient moins homogéne et apparait, sur les prépa- 
rations fixées, intensément coloré avec une affinité ambophile. 

Le noyau, en se rétractant, garde sa forme arrondie ou ovalaire et 
sa position centrale dans la cellule. Le nucléole et les parois nucléaires, 
contre lesquelles se déposent des agglomérations épaisses et irréguliéres, 
deviennent trés réfringents (voir pl. II, fig. 7 et 8) et fortement colorés 
par les colorants basiques. A la coloration de Unna-Pappenheim, 'e 
nucléole, d’abord teinté trés intensément par la pyronine, palit progres- 
sivement jusqu’A disparition. En méme temps apparaissent, dans le 
noyau, surtout contre ses parois, des formations fortement colorées par 
le vert de méthyle. Cette coloration devient, par la suite, de plus en 
plus diffuse et homogéne & travers Je noyau tout entier. 

A aucun moment de l’infection, on n’observe dans le cytoplasme la 
formation d’une masse centrale éosinophile bien délimitée. 


ConcLusion. — L’observation des lésions cellulaires produites in vitro 
permet d’établir des points de différenciation essentiels entre les virus 
des encéphalomyélites du groupe Mengo et les poliomyélites : 

1° En cultures observées a 1’état vivant, le virus Mengo se distingue 
par une désagrégation plus brutale de la nappe cellulaire et un déta- 


LEGENDE DE LA PLANCHE I 


Fic, ] et 2. — Une cellule de rein de singe en culture in vitro dix heures trente- 

cing minutes et douze heures aprés infection avec le virus de poliomyélite ; 

zone cytoplasmique centrale englobant le noyau, transformation du cytoplasme 
périphérique en réseau de ramifications fines et embranchées. 


Fic. 3 et 4. — Des cellules de rein de singe en culture in v‘tro vingt-quatre 
heures et trente heures aprés introduction du virus Mengo. Rétraction brutale 
du cytoplasme et du noyau, peu de ramifications. 

(Fig. 1-4, cellules vivantes en contraste de phase, gross. 4 la reproduction 
2.2000 fois environ.) 
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LEGENDE DE LA PLANCHE II 
Fic. 5. — Cellules de rein de singe in vilro dix-luit heures apres infection avec 
le virus de poliomyélite. Masses cyltoplasmiques, Gosinophiles bien délimitées au 
centre de cellules (fléches), noyaux aplatis, excentriques. 


Fic. 6. — Cellules de rein de singe in vilro vinglt-huit heures aprés introduction 
du virus Mengo, Jésions nucléaires typiques. 

(Fig 5 et G, cultures fixées au Bouin aleoolique et colorées a Vhématéine-éosine. 
Gross. 4 la reproduction 1] 200 fois environ.) 


Fic. 7 ef S. — Culture de la souche HeLa vingt-quatre heures et vingt-six heures 
trente minutes apres infection avec le virus Mengo. La cellule indiquée par ta 
fleche montre une lésion typique: rétraction brutale du cytoplasme et du noyau, 
agelomérations intranucléaires. 
(Cellules vivantes en contraste de phase. Gross. 1 000 fois environ.) 
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chement plus rapide des cellules individuelles. La pauvreté relative, 
au stade de rétraction, en ramifications cytoplasmiques, particuliére- 
ment abondantes dans les cultures infectées avec les virus poliomyéli- 
tiques, peut en étre la cause. 

2° En préparations fixées et colorées, des masses basophiles compactes 
et irréguli¢res, accumulées surtout contre la paroi nucléaire, semblent 
étre propres a cette infection et rappellent les formations intranucléaires 
vues avec le méme virus par Dick [45] et par Love [46]. 

3° On n’observe pas, dans les cellules infectées in vitro avec le virus 
Mengo, de différenciation en « zone », « masse » Ou « inclusion » 
cytoplasmique centrale d2affinité éosinophile, et en zone cytoplasmique 
marginale, basophile. L’aplatissement du noyau en position excentrique 
ne se retrouve pas non plus. Ces lésions, décrites d’abord [47, 18] 
dans des fibroblastes humains infectés avec le virus poliomyélitique, 
ont été retrouvées par la suite dans les cellules rénales de singe [419, 
20, 24] et celles de la souche HeLa [22]. Elles peuvent étre considérées, 
a Vheure actuelle, comme étant distinctives non seulement des polio- 
myélites, mais, certainement, de toute une famille de virus entériques 
humains (virus ECHO) puisque nous les avons retrouvées avec au moins 
huit types différents des virus ECHO [23]. 

Ainsi, si l’on se place du point de vue de la lésion cellulaire propre- 
ment dite, il apparait clairement que le groupe des encéphalomyélites 
de type Mengo occupe, par rapport aux poliomyélites et au moins 
certains virus du groupe ECHO, une place enti¢rement A part. 


SUMMARY 


Essential differences in the character of cell lesions produced in vitro 
by poliomyelitis viruses on one hand and the Mengo encephalomyelitis 
group on the other, are demonstrated by comparative observation of 
living and fixed monkey and human cell cultures. 

Mengo infected cells show a more brutal retraction, few cytoplasmic 
protrusions and some characteristic changes in the nucleus but no 
centra] eosinophilic mass and no shifting of a flattened nucleus to 
the cell periphery, both signs peculiar for cells infected in vitro with 
polio and most ECHO viruses. 

It is concluded that the strikingly different pattern of cell lesions 
seen in vitro with the Mengo encephalomyelitis group proves its entirely 
distinct position with respect to polio and most human enteric viruses. 
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SUR LE ROLE DE LA BILE DANS LE MILIEU PCB. 
AUTRES SUBSTANCES 
QUI FAVORISENT LA PRODUCTION 
DE CHLAMYDOSPORES PAR CAWDIDA ALBICANS 


par M. PAVLATOU et U. MARSELOU. 


(Laboratoire de la Maternité « Alexandra », Athénes) 


On sait que lidentification rapide de l’espeéce Candida aibicans repose 
sur la production des chlamydospores. Depuis longtemps des essais ont 
élé entrepris, par divers auteurs, pour obtenir rapidement cette mor- 
phologie caractéristique de l’espéce C. albicans : les chlamydospores [4 
2, 3, 4, 5, 6]. , 

Dans un travail précédent [7], nous avons proposé le milieu PCB 
{(pomme de terre-carotte additionné de bile A 20 p. 100), qui donne 
des chlamydospores en dix-huit A vingt heures. Dans ce travail, nous 
nous sommes bornées 4 exposer l’action favorisante de la bile sur la 
production des chlamydospores et nous avons indiqué que nos recher- 
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ches tendaient a expliquer ce phénoméne. Dés le début de ce travail, 
nous avions émis l’opinion que le rdle de la bile est probablement 
dai a la diminution de la tension superficielle. Pour vérifier cette 
hypothése nous avons remplacé la bile par différentes substances qui 
ont une action comparable sur la tension superficielle. 


MATERIEL ET TECHNIQUE. — 1° Taurocholate de sodium. — A des tubes 
de milieu PC fondu et refroidi & 45°, on ajoute du taurocholate de 
sodium. 4 raison de 25, 20, 15, 10, 5, 2, 0,1 mg par 5 cm?® de milieu ; 
on laisse ensuite Jes tubes se refroidir dans une position inclinée. 
Une culture pure de C. albicans sur gélose Sabouraud est ensemencée 
sur chaque tube en trois points et une strie terminale ; on laisse 
ensuite 4 la température du laboratoire. Nous avons observé la morpho- 
logie de la levure par examen direct entre lame et lamelle de préléve- 
ments en surface et en profondeur ; ce dernier examen est indispen- 
sable car le pseudomycélium ne se forme que dans la profondeur de 
la gélose. Ces prélévements ont été faits au bout de temps variant de 
huit 4 vingt-quatre heures. Nous avons constaté que des chlamydospores 
atypiques se forment aprés une incubation de dix heures A la tempéra- 
ture du laboratoire et qu’aprés seize 4 dix-huit heures il existait en 
abondance des chlamydospores typiques. Des différentes doses de tauro- 
cholate utilisées, c’est celle de 20 mg par 5 cm*® de milieu qui donne 
le plus grand nombre de chlamydospores. 

2° Tween 80. — Le Tween 80, qui est utilisé pour la préparation 
du miileu de Dubos [8], est un ester de l’acide oléique soluble dans 
Veau. Le milieu PC est additionné selon la technique mentionnée plus 
haut de 2, 1, 0,5, 0,2 cm*® d’une solution de Tween 80 a 1/20. Les 
tubes sont ensemencés suivant la méthode habituelle avec une culture 
pure sur gélose Sabouraud d’une souche connue de Candida albicans 
et maintenus a la température du laboratoire. Des prélévements faits 
huit heures aprés ensemencement et ensuite toutes les heures ont 
montré la présence de chlamydospores atypiques dés la dixiéme heure. 
A Ja seiziéme et dix-huitiéme heure nous avons obtenu en abondance 
des chlamydospores typiques. 

8° Acide oléique. — L’acide oléique ajouté en différentes proportions 
dans le milieu PC n’a pas favorisé la production de chlamydospores 
méme apres vingt-quatre heures. Mais si on transforme l’acide oléique 
en oléate de sodium (pH 7,4) par addition de potasse caustique N/1, on 
obtient en abondance des chlamydospores aprés dix-huit heures ; 
Voléate dilué au 1/5 est ajouté A raison de 0,2 cm* pour 5 cm® de 
milieu PC fondu et refroidi 4 45°. Il faut souligner que 1l’addition 
de potasse caustique jusqu’au pH 6,2 ne donne qu’un nombre limité 
de chlamydospores. 

4° Albumine du plasma humain, — L’albumine humaine est citée 
parmi les substances qui produisent une diminution de la tension 
superficielle [9]. Différentes doses d’une solution 4 10 p. 100 d’albumine 
humaine cristallisée sont ajoutées au milieu PC toujours selon la 
technique usuelle. Dans ces conditions on n’a pas obtenu de chlamy- 
dospores méme aprés quarante-huit heures ; le pH de cette solution 
atteignait 5,6. La solution d’albumine neutralisée par NaOH N/1 jus- 
qu’a pH 7,4 et ensuite incorporée dans Je milieu PC produit en 
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abondance des chlamydospores aprés dix-huit heures. La dose optimum 
est de 0,2 cm? de la solution a 10 p. 100 d’albumine pour 5 cm*® 
de milieu PC. 

5° Savon de Marseille. — L’action détersive du savon est due partiel- 
lement A la diminution de la tension superficielle [9]. Une solution 
4 20 p. 100 du savon de Marseille qui a un pH d’environ 10,5 ajoutée 
4 différentes doses dans le milieu PC ne nous a pas donné de chlamy- 
dospores. En neutralisant cette solution par HCl au 1/4 en présence 
de phénolphtaléine jusqu’au virage de l’indicateur (pH 8), et en l’ajou- 
tant ensuite & raison de 0,2 cm*® pour 5 cm* de milieu PC, on obtient 
un grand nombre de chlamydospores typiques en seize a dix-huit 
heures. 


6° Teepol. — Le teepol est le nom commercial d’un produit francais 
détergent. L’addition de teepol a différentes concentrations au milieu 
PC ne nous a pas donné de chlamydospores. Aprés neutralisation par 
la potasse caustique jusqu’d pH 8, l’addition de 0,2 cm*® d’une dilution 
) 20 p. 100 pour 5 cm® de milieu donne un grand nombre de chlamy- 
dospores typiques en seize a dix-huit heures. 

Pour vérifier notre opinion que l’action favorisante des substances 
mentionnées plus haut est due a Ja diminution de la tension superfi- 
cielle, nous avons réalisé l’expérience suivante. Parmi les substances 
qui augmentent la tension superficielle on cite le chlorure de 
sodium [9]. Les solutions méres des substances ci-dessus étudiées et 
dont nous avons constaté Vaction favorisante sur la production des 
chlamydospores sont faites dans une solution de NaCl a 20 p. 100. En 
ajoutant 0,2 cm% de cette solution pour 5 cm* de milieu PC dans les 
mémes conditions que précédemment on n’obtient pas de chlamydo- 
spores. Les tubes témoins (dilution en eau des mémes substances) 
produisent des chlamydospores en abondance. 


Discussion. — La production précoce des chlamydospores par le 
milieu PCB n’est pas un phénoméne produit uniquement par la bile. 
Diverses substances qui provoquent une diminution de la tension super- 
ficielle peuvent étre utilisées pour l’obtention rapide de chlamydospores : 
ce sont les sels biliaires, les sels des acides organiques, l’albumine 
neutralisée par NaOH N/1, le Tween 80, et méme le savon et le teepol. 
On voit ainsi que chaque laboratoire a le choix parmi de nombreuses 
substances pour préparer son milieu sélectif pour Vigentification rapide 
de Candida albicans. 

On peut mentionner également que le milieu PC peut étre remplacé 
par le milieu de conservation de Sabouraud (milieu sans glucose) qui 
nous a donné des chlamydospores typiques au bout de vingt-quatre 
heures, mais pas aussi abondantes qu’avec le PC. 


Résumé. — Les substances qui provoquent une diminution de la 
tension superficielle (sels biliaires, sels des acides organiques, 1’albu- 
mine, le Tween 80, le savon, le teepol) favorisent la production des 
chlamydospores de Caridida albicans. Au contraire, le NaCl, qui aug- 


mente la tension superficielle, inhibe 1’action favorisante de ces 
substances. 
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SUMMARY 


Rote oF BILE IN PCB menprumM. 
OTHER SUBSTANCES ENHANCING THE PRODUCTION OF CHLAMYDOSPORES 
BY Candida albicans. 


Substances which decrease surface tension (biliary salts, organic acid 
salts, albumin, Tween 80, soaps, teepol) increase the formation of 
chlamydospores. On the contrary, substances like NaCl which raise 
surface tension, are inhibiting to the favourable action of those 
substances. 
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La communication suivante paraitra en Mémoire dans les Annales 
de l’Institut Pasteur : 


Abcés miliaires des reins observés chez le rat blanc et pro- 
voqués par un Corynebacterium aérobie voisin du type 
C. kutscheri, par A. Vauuése et J.-C. Levanitt. 


AVIS 


COURS DE TECHNIQUES DES CULTURES CELLULAIRES 
EN VIROLOGIE 


Institut Pasteur (15-23 novembre 1957). 


Une cession d’enseignement théorique et pratique des méthodes de 
cultures cellulaires appliquées aux recherches et au diagnostic des 
maladies A virus aura lieu au Service des Virus de |’Institut Pasteur, 
du 15 au 23 novembre 1957. 
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Principaux sujets trailés. Matériel et méthodes : Préparation des 
milieux de culture : milicux naturels, milieux synthétiques. Tissus et 
cellules ; explants primaires, lignées cellulaires continues ; cellules 
normales adultes ou embryonnaires, cellules tumorales. Trypsination 
des cellules, numération des suspensions cellulaires, obtention de 
couches monocellulaires. Cultures en tubes stationnaires, en tubes 
roulants, en bouteilles ; cultures en masse ; méthode de Dulbecco et 
raéthodes dérivées. Isolement, titrage, typage de divers virus ; recherche 
et titrage des anticorps spécifigues par neutralisation. Actions cyto- 
pathogénes, lésions cellulaires et inclusions ; observation microscopique 
directe ou aprés coloration ; applications & la microscopie électronique. 

Le nombre des participants sera limité & 12. Le cours comprendra 
des exposés suivis d’exercices et travaux de laboratoire. 

Droit d’inscripiion: 8000 fr. & verser & l’Econome de l'Institut 
Pasteur apres acceptation et confirmation de l]’inscription. Pour tous 
renseignements et inscription, s’adresser au : 


Service des Virus, Institut Pasteur, 
25, rue du Dt-Roux, Paris-15°. 


LIVRES REGUS 


Ciba Foundation Symposium on the nature of viruses. 1 vol., 293 p., 
J. et A. Churchill, édit., Londres, 1957. Prix : 42 shillings. 


Ce Symposium a réuni des chercheurs de différentes disciplines : 
virologues, biologistes, physiciens, chimistes, qui ont étudié de points 
de vue divers les problémes posés par les virus : structure et substruc- 
ture, multiplication, chimie des mutants, recombinaison, réle des acides 
ribo- et désoxyribonucléiques, développement des bactériophages dans 
les protoplastes, etc. Des discussions importantes ont suivi chaque 
communication. les, al. 


A. Policard, M. Bessis et M. Locquin. — Traité de Microscopie. Instru- 
ments et techniques. 1 vol., 608 p., 178 fig., Masson, édit., Paris, 
1957. Prix : broché, 4500 fr. ; cartonné toile, 5 200 fr. 


Comme l’indique son titre, ce volume est divisé en deux parties : les 
instruments, chapitres qui décrivent dans le détail et avec une abon- 
dante illustration tous les différents microscopes (photonique, A fond 
noir, 4 contraste de phase, électronique, etc.), et les méthodes : examen 
a létat frais, digestion, séparation des constituants cellulaires, fixation, 
confection des coupes, colorations, méthodes de préparation des frottis, 
méthodes histochimiques et diverses méthodes spéciales, technique des 
préparations pour le microscope électronique, technique des diverses 
numérations microscopiques et des divers prélévements. Un vocabulaire 
technique en trois langues (francais, anglais, allemand), qui est joint 
au volume, rendra certainement de grands services. Hele 
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Les facteurs de la croissance cellulaire : activation et inhibition. Exposés 
actuels de Biologie Cellulaire, publiés sous la direction de J. André- 
Thomas. 1 vol., 425 p., Masson édit., Paris, 1956, Prix: 4000 fr. 


Le succés remporté par le premier volume de ces Exposés actuels de 
Biologie Cellulaire, intitulé Problémes de structures, d’ultrastructures 
et de fonctions cellulaires, a incité le professeur André-Thomas a conti- 
nuer ses efforts et & réunir les travaux des principaux spécialistes de 
cette nouvelle question. L’ouvrage comprend les articles suivants : Les 
facteurs d’activation et d’inhibition de la synthése des protéines, par 
J. Brachet. Les facteurs de la croissance cellulaire animale in vitro, par 
A. Delaunay. Les facteurs de la croissance cellulaire végétale: les 
auzines, par kK. V. Thimann et P. Chouard. Les facteurs de la crois- 
sance et de la différenciation des organes embryonnaires en culture 
in vitro, par E. Wolff. Les facteurs de la mito-inhibition des cellules 
animales ; leur réle dans la régulation de la croissance mitotique chez 
les mammiféres, par P. Dustin. Les facteurs de la mito-inhibition 
végétale, par G. Deysson. Les facteurs de la cytonarcose, par P. Gavaudan. 
Les facteurs de la cicatrisation et de la greffe, par R. M. May. Les fac- 
teurs de la croissance cancéreuse, par Ch. Oberling. Chaque article est 
accompagné d’une abondante bibliographie. 
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Hormones, brain function and behavior. 1 vol., 256 p., Academic Press, 
New York, 1957. Prix : $ 7,--. 


Les douze articles publiés dans ce volume ont été présentés a fa 
Conférence sur la neuro-endocrinologie qui s’est tenue en mai 1956 
& Arden Housse, Columbia University ; ils sont suivis de trés impor- 
tantes discussions. La découverte récente de nouvelles drogues, et en 
particulier de l’acide lysergique, capables de déterminer des troubles 
du psychisme de l’homme, a renouvelé l’intérét des recherches sur les 
substances ou hormones actives sur le systéme nerveux. Le présent 
volume fait le point de l’état actuel de la question. Outre plusieurs 
articles traitant des hormones stéroides, sexuelles et thyroidiennes, on 
trouvera trois chapitres particuliérement intéressants, consacrés a la 
sérotonine, dans lesquels diverses hypothéses sont avancées pour tenter 
d’expliquer les inconnues qui subsistent encore sur Ja question. 
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A. H, James. — The physiology of gastric digestion. 1 vol., 192 p., 
54 fig., E. Arnold, édit., Londres, 1957. Prix : 28 shillings. 


Ce petit livre représente le quatricme volume des Monographies de 
la Physiological Society, et envisage tous les aspects de la digestion 
gastrique : constituants du suc gastrique, mécanisme de sa sécrétion, 


fonction de la muqueuse et de la musculature gastriques, etc. 
Hele 
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